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INTRODUÇÃO
O processo inflamatório pode ser definido como um conjunto de 
alterações bioquímicas e celulares que ocorre em resposta a estímulos 
específicos, tais como infecções ou danos teciduais. A extensão dos eventos 
observados está diretamente relacionada com a intensidade do estímulo inicial 
e com os mecanismos imunológicos que são ativados (Mcintyre et al., 1997).
As reações inflamatórias locais são caracterizadas por aumento do fluxo 
sangüíneo e da permeabilidade vascular, dilatação venular e acúmulo de 
células do processo inflamatório. As principais células envolvidas na fase 
aguda da inflamação são os neutrófilos, enquanto que, na fase tardia, 
monócitos/macrófagos e algumas linhagens de linfócitos migram para o sítio 
inflamatório (Huerre e Gounon, 1996). O influxo de leucócitos é regulado por 
mediadores produzidos por células inflamatórias, por células endoteliais, ou 
ainda, por mastócitos. Os mediadores da inflamação podem ser definidos 
como moléculas solúveis e difusíveis e são representados por produtos da 
degranulação de mastócitos (histamina e serotonina), por componentes do 
sistema complemento, por citocinas, leucotrienos e prostaglandinas, ou por 
outros mediadores lipídicos. Além destes, mediadores peptídicos, como as 
cininas, as neurocininas e o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina 
(CGRP), também exercem papel fundamental no processo inflamatório.
As cininas representam um grupo importante de moléculas envolvidas 
na inflamação, cujas ações têm sido extensivamente revisadas e confirmadas
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em várias alterações inflamatórias, incluindo pancreatite, peritonite, artrite 
reumatóide, asma, desordens do trato genito-urinário, além de dor e 
hiperalgesia, e inflamação neurogênica (para revisão ver; Roch-Arveiller et 
al., 1985; Hargreaves et al., 1988; Marceau e Bachvarov, 1998; Calixto et al., 
2000; McLean et al., 2000a; Blais et al., 2000). Desta forma, a produção de 
cininas, no sítio inflamatório, resulta em vasodilatação, extravasamento 
plasmático e aderência de neutrófilos, em conseqüência de uma ação direta 
sobre o endotélio da microvasculatura, ou ainda indireta, através da liberação 
de outras substâncias pró-inflamatórias. Ademais, as ações das cininas podem 
ser amplificadas pela interação com outros mediadores da inflamação, 
freqüentemente no nível dos segundos mensageiros (Campos e Calixto, 1995; 
Campos et al., 1996; para revisão ver: Calixto et al., 2000). Em adição a estes 
efeitos, vários outros papéis biológicos, incluindo a participação no controle 
da pressão arterial e a contração e o relaxamento da musculatura lisa vascular 
e não vascular, têm sido atribuídos às cininas desde a sua descoberta 
(Marceau e Bachvarov, 1998).
A identificação dos componentes do sistema de cininas teve início há 
quase um século, com os estudos de Abelous e Bardier (1909), que 
demonstraram que a injeção de uma fração da urina humana insolúvel em 
álcool produzia hipotensão acentuada quando injetada por via endovenosa em 
cães. Mais tarde, estas evidências foram confirmadas por Pribram e 
Hernheiser (1920) e por Frey (1926), que apresentaram resultados
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semelhantes aos anteriores, em coelhos e em cães. O efeito hipotensivo 
observado foi atribuído a um componente isolado da urina humana e 
denominado inicialmente de substância F  (Frey e Kraut, 1928). 
Posteriormente, Kraut et al. (1930) identificaram a substância F no pâncreas, 
que foi indicado como o sítio principal de síntese da nova substância. Desde 
então, a substância F  passou a se chamar calicreína (derivada do termo grego 
relacionado ao pâncreas, kallikreas).
Em 1937, Werle et al. demonstraram que a incubação da calicreína com 
soro resultava na produção de uma substância contrátil a partir de um 
precursor inativo. Mais tarde. Rocha e Silva et al. (1949) demonstraram que a 
incubação do veneno da Bothrops jararaca ou de tripsina, com a fração 
pseudoglobulina do plasma, causava a liberação de um potente agente 
vasodilatador e contracturante. O novo fator foi definido como um 
polipeptídeo produzido por ação enzimática, a partir de proteínas plasmáticas. 
Esta substância produzia uma resposta contrátil lenta em relação à histamina e 
à acetilcolina, quando avaliada em preparações de íleo isolado de cobaia. 
Baseados nesses resultados, os mesmos autores sugeriram o nome bradicinina 
para definir a nova molécula (do grego, bradi - lento; kinin - movimento).
As primeiras tentativas para o isolamento e a purificação da bradicinina 
(BK) foram realizadas com proteínas precipitadas do plasma bovino, 
utilizando veneno de B. jararaca como fonte enzimática (Andrade e Rocha e 
Silva, 1956). Em 1960, Elliot et al. identificaram os 5 aminoácidos que
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formavam a molécula da BK (arginina, fenilalanina, prolina, glicina e 
serina), embora não soubessem a quantidade e proporção correta dos mesmos. 
Assim, os autores propuseram a seguinte estrutura: Arg-Pro-Pro-Gly-Phe- 
Ser-Phe-Arg, mas infelizmente o octapeptídeo sintetizado era biologicamente 
inativo. Apenas mais tarde, em um estudo conduzido pela Sandoz, Boissonas 
et al. (1960) encontraram um erro na proporção de prolina e identificaram a 
seqüência correta para o nonapeptídeo BK: Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro- 
Phe-Arg. Com o advento da BK sintética, foram iniciados os primeiros 
estudos para a caracterização das ações biológicas deste peptídeo. Em 1964, 
Lewis demonstrou a capacidade das cininas em evocar os sinais clássicos da 
inflamação: edema, hiperemia e dor. Atualmente, são descritos inúmeros 
outros papéis relevantes para a BK e para as outras cininas a ela relacionadas 
(Regoli e Barabé, 1980; Bhoola et al., 1992; Hall e Morton, 1997; Blais et al., 
2000; Calixto et al., 2000; 2001).
A cascata de formação das cininas é um processo bem caracterizado e 
compreende a ação de proteases sobre precursores plasmáticos e teciduais. Os 
substratos para a síntese das cininas são a-globulinas com múltiplos 
domínios, conhecidos como cininogênios. O cininogênio de alto peso 
molecular (HMWK; 120 KDa ) é uma proteína plasmática e funciona como 
precursor da BK. Por outro lado, o cininogênio de baixo peso molecular 
(LMWK; 66 KDa) é o precursor da calidina (Lys-BK), embora também possa 
originar BK, estando largamente distribuído em tecidos, fibroblastos e em
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outras estruturas celulares do tecido conectivo. O terceiro tipo, o T- 
cininogênio, é o equivalente para o HMWK encontrado unicamente em 
roedores (Bhoola et al., 1992; McLean et al., 2000a). O gene que codifica o 
cininogênio humano foi encontrado no cromossomo 3 e codifica a expressão 
de ambos HMWK e LMWK (Fong et al., 1991).
Os cininogênios são clivados por um grupo de enzimas conhecidas 
genericamente por calicreínas. A calicreína plasmática libera BK a partir do 
HMWK, um processo aumentado durante as respostas inflamatórias. Por 
outro lado, a calicreína tecidual age sobre o LMWK, produzindo 
principalmente calidina. A calicreína plasmática é sintetizada no fígado e 
circula na corrente sangüínea em uma forma inativa, denominada de pré- 
calicreína (fator de Fletcher). A  pré-calicreína é rapidamente convertida em 
calicreína em um processo dependente da ativação do fator XII da coagulação 
sangüínea (Fator de Hagemann) (Bhoola et al., 1992).
A BK apresenta uma meia-vida plasmática bastante curta, que pode 
variar entre 10 e 50 segundos, dependendo da espécie estudada (Décarie et al., 
1996). O metabolismo e a degradação das cininas são mediados através da 
ativação de enzimas, coletivamente chamadas de cininases. A BK e a calidina 
são predominantemente metabolizadas pela cininase II, também conhecida 
por enzima conversora da angiotensina (ECA) (Erdõs, 1990). A ECA está 
distribuída especialmente na membrana de células endoteliais, sendo 
responsável pela remoção do dipeptídeo da porção C-terminal da BK e da
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calidina, resultando na inativação completa dos 2 peptídeos. A encefalinase 
ou endopeptidase neutra, uma metalopeptidase presente em células epiteliais, 
também é capaz de clivar o dipeptídeo C-terminal da molécula da BK, de 
maneira semelhante à cininase II (Gafford et al., 1983). Além disso, a calidina 
pode ser convertida em BK por meio da clivagem da porção N-terminal pela 
ação da aminopeptidase plasmática (Guimarães et al., 1973).
Por outro lado, as atividades das cininases I, carboxipeptidase N 
(plasma) e carboxipeptidase M (membrana), apresentam uma importância 
particular, já que suas ações envolvem a produção dos metabólitos ativos des- 
Arg^-BK e des-Arg’°-calidina, a partir da BK e da calidina, respectivamente 
(Bhoola et al., 1992; Erdõs e Skidgel, 1997; Blais et al., 2000). O 
metabolismo das cininas des-Arg possui algumas particularidades: embora a 
cininase II seja capaz de clivar o tripeptídeo da extremidade C-terminal da 
des-Arg^-BK, ela o faz de forma muito mais lenta do que em relação à BK e à 
calidina (Erdõs et al., 1990). Um estudo recente conduzido com humanos 
(116 voluntários sadios) demonstrou que a BK apresenta uma meia-vida de 
aproximadamente 10 s, comparada a 643 s para a des-Arg^-BK (Cyr et al., 
2001).
A cininase II possui maior afinidade pela BK e pela calidina do que a 
cininase I. Este fato indica que a formação dos metabólitos des-Arg não 
acontece in vivo sob condições normais. A formação da des-Arg^-BK é 
observada em exsudatos inflamatórios, que são compostos de proteínas do
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plasma, incluindo as cininases do tipo I. Além disso, a formação de fibrina, 
típica de muitos exsudatos, aumenta expressivamente a atividade das 
cininases I (Heindriks et al., 1990; Campbell et al., 1990). O predomínio da 
atividade da cininase I sobre a cininase II pode ser bem observado no fluido 
sinovial de humanos ou na secreção nasal de pacientes com rinite alérgica 
(Chercuitte et al., 1987; Proud et al., 1987).
O processo rápido de inativação das cininas na circulação levou ao 
desenvolvimento de substâncias capazes de inibir a atividade das cininases. 
Inicialmente, verificou-se que o veneno extraído da B. jararaca era capaz de 
potencializar a contração do íleo de cobaia ou a resposta hipotensora causada 
pela BK (Ferreira, 1965). O fator responsável por este efeito foi chamado de 
fator potencializador da BK {BPF) e sua atividade foi correlacionada com a 
inibição da inativação enzimática das cininas (Ferreira e Vane, 1967). 
Posteriormente, este fator foi isolado e sintetizado (Stewart et al., 1971) e, em 
1977, foi desenvolvido o primeiro inibidor da cininase II, o captopril (Ondetti 
et al., 1977).
Depois de liberadas, a BK e as cininas relacionadas exercem uma série 
de efeitos biológicos, incluindo vasodilatação, hiperemia local, redução da 
pressão sangüínea, sensibilização de fibras aferentes sensoriais do tipo AÔ e 
C, além de formação de edema, em conseqüência do aumento da 
permeabilidade vascular. Suas ações parecem contribuir para a hipotensão e 
para o desenvolvimento do choque, observados na pancreatite, na sepse e na
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coagulação intravascular (Dendorfer et al. 1999; Calixto et al., 2000). 
Ademais, as cininas também são capazes de controlar o tônus de vários tipos 
de musculatura lisa, o transporte de glicose, além de estimularem a reabsorção 
óssea e a proliferação celular (Bhoola et al., 1992; Hall e Morton, 1997).
Os maiores efeitos celulares das cininas são mediados pela ativação de 
receptores específicos, denominados B] e B2. A classificação dos dois 
subtipos de receptores teve origem em estudos farmacológicos iniciados no 
final da década de 70. Atualmente, a existência dos dois receptores foi 
confirmada por estudos de biologia molecular e de deleção gênica (Regoli e 
Barabé, 1980; Bhoola et al., 1992; Marceau e Bachvarov, 1998; Calixto et al., 
2000; 2001). Estes estudos foram ainda de grande utilidade para a 
determinação das principais diferenças entre as respostas mediadas pela 
ativação dos receptores B] e B2 em vários sistemas celulares distintos. Os 
principais critérios e características que definem os subtipos de receptores B] 
e B2 estão descritos no Quadro 1.
A existência dos receptores Bi e B2 foi proposta com base na 
determinação da ordem de potência dos agonistas em diversos tecidos 
isolados. Esta classificação foi ainda confirmada por estudos conduzidos com 
agonistas e antagonistas seletivos, obtidos por modificações ou substituições 
da estrutura das moléculas das cininas (Vavrek e Stewart., 1985; Regoli et al., 
1994; Stewart et al., 1999; Bock e Longmore, 1999). Desta forma, os 
receptores do tipo B] são ativados preferencialmente pela des-Arg^-BK e pela
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des-Arg’®-calidina, enquanto que os receptores B2 são praticamente 
insensíveis a esses metabólitos. As primeiras evidências para a existência dos 
receptores Bi foram obtidas em preparações de aorta de coelho. A ordem de 
potência observada para os agonistas nesta preparação é diferente daquela 
obtida em preparações clássicas, tais como o íleo de cobaia e a veia jugular de 
coelho. O critério decisivo para definir a existência dos receptores Bi foi o 
desenvolvimento de antagonistas seletivos com o protótipo [Leu^]-des-Arg^- 
BK (Regoli et al., 1977; Regoli e Barabé, 1980). Por outro lado, os receptores 
B2 apresentam alta afinidade pela BK e pela calidina, enquanto os metabólitos 
que não possuem a arginina C-terminal são praticamente inativos neste 
receptor. Os primeiros antagonistas seletivos e competitivos para os 
receptores B2 tiveram sua estrutura baseada no protótipo [D-Phe^]-BK 
(Vavrek e Stuart, 1985). A segunda geração de antagonistas B2 teve origem 
com 0 Hoe 140, que possui 2 aminoácidos sintéticos {Tic e Oic) nas posições 
7 e 8 (Hock et al., 1991; Wirth et al., 1991). Outros antagonistas desta classe 
incluem o NPC 17731 e o NPC 17761, que apresentam um resíduo alifático 
(o-cis-propoxiprolina) na posição 7 (Kyle et al., 1991). Em ambos os casos, as 
substituições realizadas produziram um aumento significativo da meia-vida 
dos antagonistas, facilitando a caracterização dos efeitos das cininas em 
modelos in vitro e in vivo (Marceau e Bachvarov, 1998). Além disso, a 
modificação recente destes antagonistas, pela remoção da arginina da porção 
C-terminal, forneceu 2 potentes antagonistas seletivos para os receptores Bi, o
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des-Arg^-Hoe 140 e o des-Arg^-NPC 17731 (Stewart et al., 1999). 
Recentemente, foram desenvolvidos os primeiros antagonistas não-peptídicos 
e também seletivos para os receptores B2, incluindo o WIN 64338, o FR 
173657, 0 FR 167344, o NPC 18884 e o bradyzide. Todos estes antagonistas 
foram efetivos quando testados por via oral, em modelos de broncoconstrição, 
dor e inflamação (Sawutz et al., 1994; Asano et al., 1997; Griesbacher et 
al.,1998; De Campos et al., 1999; Watanabe et al., 1999; Burgess et al., 2000; 
Griesbacher e Legat, 2000). Outros avanços na área do desenvolvimento de 
bloqueadores dos receptores cininérgicos são representados pelos novos 
antagonistas seletivos dos receptores Bi, R715 e B9958, bem como de 
antagonistas mistos B1/B2, como o B9430 (Regoli et al., 1998). Por outro 
lado, até o momento, não se obteve sucesso no desenvolvimento de um 
antagonista não-peptídico para os receptores B], o que seria de importância 
fundamental para confirmar o papel fisiopatológico destes receptores.
Estudos com o uso de radioligantes também representaram uma 
ferramenta farmacológica importante para a caracterização das respostas 
mediadas pelos receptores Bi e B2 (Marceau e Bachvarov, 1998; Blais et al.,
2000). Os primeiros estudos foram realizados com [^H]-BK, que constitui o 
ligante mais utilizado para a caracterização dos receptores B2. Para os estudos 
que envolvem os receptores Bi, o principal ligante é a ['^H]-des-Arg’®- 
calidina. Os estudos conduzidos com as cininas marcadas continuam sendo de 
grande utilidade, já que os peptídeos utilizados apresentam alta afinidade por
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seu respectivo receptor. Até agora, foram realizados estudos de binding para 
os receptores B2 em preparações teciduais ou culturas celulares distintas, tais 
como: miométrio uterino de rato (Liebmann et al., 1987), íleo, pulmão e 
traquéia de cobaia (Manning et al., 1986; Farmer et al., 1989; Farmer et al., 
1991) e fibroblastos de pulmão humano (Roscher et al., 1990). Entretanto, 
para os receptores B], a maior parte dos estudos com radioligantes é descrita 
em culturas celulares, provavelmente em decorrência da baixa densidade 
destes receptores nos tecidos (Hall e Morton, 1997). Os estudos mais 
relevantes são demonstrados em cultura de células da musculatura lisa da 
aorta de coelhos (Schneck et al., 1994), em macrófagos RAW 264.7 de 
camundongos (Burch e Kyle, 1992) e em células mesangiais de rato 
(Bascands et al., 1993).
Os estudos de biologia molecular com os receptores para as cininas 
tiveram início em 1991, com a clonagem do receptor B2 a partir do útero de 
ratas. Neste estudo, McEachern et al. (1991) demonstraram que o receptor B2 
pertencia à superfamília de receptores acoplados à proteína G, apresentava 
uma seqüência de 366 aminoácidos e vários sítios de fosforilação para as 
proteínas quinases A e C. Posteriormente, o receptor B2 foi clonado e 
seqüenciado, a partir de fibroblastos de pulmão humano (Hess et al., 1992). 
Os autores apontaram que o DNAc para o receptor B2 humano codificava uma 
proteína de 364 aminoácidos, com características de um receptor acoplado à 
proteína G e com 81 % de homologia em relação ao receptor B2 de rato.
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Outros estudos adicionais também demonstraram a seqüência do receptor B2 
em humanos (Eggerickx et al., 1992; Ma et al., 1994a). O gene do receptor B2 
humano consiste de 3 éxons, separados por dois íntrons, e foi mapeado no 
cromossomo 14q32 (Powell et al., 1993; Ma et al., 1994a; Kammerer et al.,
1995).
Mais tarde, o receptor B2 também foi clonado em camudongos (Ma et 
al., 1994b), codificando uma seqüência de 366 aminoácidos, e em coelhos 
(Bachvarov et al., 1995), com uma seqüência de 367 aminoácidos, 
apresentando 92 % e 80 % de homologia em relação ao receptor B2 do rato, 
respectivamente. Vários sítios de importância funcional foram identificados 
nos receptores B2 de todas as espécies de mamíferos estudadas. Estes pontos 
incluem 3 sítios de N-glicosilação, 1 sítio de palmitoilação e vários sítios de 
fosforilação (Blais et al., 2000).
O receptor Bi de humanos foi clonado apenas em 1994 (Menke et al.), 
apresentando os 7 domínios transmembrana típicos de receptores acoplados à 
proteína G, mas apenas 36 % de homologia em relação ao receptor B2. Este 
grau de homologia entre os receptores Bj e B2 pode ser considerado baixo, 
uma vez que o receptor B] apresenta 30 % de similaridade em relação ao 
receptor do tipo 1 para a angiotensina II (Hess, 1997). O estudo da estrutura e 
da organização genômica do receptor Bi de humanos mostrou que este 
receptor contém 3 éxons, separados por 2 íntrons, e está localizado em um 
sítio muito próximo ao do receptor B2, no cromossomo 14q32 (Bachvarov et
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al., 1996; Yang e Polgar, 1996). Posteriormente, o receptor Bi também foi 
clonado em coelhos (MacNeil et al., 1995), em camundongos (Pesquero et al.,
1996) e em ratos (Ni et al., 1998a). Apenas recentemente (Hess et al., 2001), 
os receptores B] e B2 foram clonados em cães. A seqüência do DNAc do 
receptor B] do cão codifica uma proteína de 350 aminoácidos e 76 % de 
homologia em relação ao receptor Bi humano. Por outro lado, o DNAc para o 
receptor B2 do cão codifica uma proteína de 392 aminoácidos, com 81 % de 
homologia com o receptor B2 de humanos. Os estudos de clonagem realizados 
em cães confirmam a baixa homologia entre os receptores B] e B2 (35 %), 
reforçando a proposição de que os dois receptores sejam componentes de 
sistemas regulatórios distintos (Marceau et al., 1997; Hess et al., 2001) (para 
maiores detalhes, ver Quadro 1).
A definição molecular dos receptores B| e B2 possibilitou um avanço 
considerável para o estudo do papel fisiopatológico das cininas. Desta forma, 
a identificação da seqüência peptídica de ambos os receptores revelou a 
presença de polimorfismos, que podem ser responsáveis por doenças que 
envolvem alterações do sistema de cininas (Hall e Morton, 1997). Os estudos 
de biologia molecular também permitiram o desenvolvimento de novos 
antagonistas e de anticorpos específicos para os receptores B| e B2, 
estendendo as evidências acerca da importância das cininas nos processos 
inflamatórios (Müller-Esterl, 1997; Blais et al., 2000; Mahabeer e Bhoola,
2000). Além disso, baseado nos estudos de clonagem e seqüenciamento destes
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receptores, foi possível iniciar os estudos utilizando a tecnologia de deleção 
gênica. O desenvolvimento de uma cepa de camundongos, onde o gene 
responsável pela expressão do receptor B2 foi deletado, permitiu confirmar o 
papel exercido pelos receptores B2 em fenômenos como o processo 
inflamatório, dor e hiperalgesia, contração e relaxamento da musculatura lisa, 
além da sua participação no controle da pressão arterial (Borkowski et al., 
1995; Boyce et al., 1996). Por outro lado, a geração de camundongos 
knockout para o receptor B] (Pesquero et al., 2000) demonstrou que estes 
receptores são fundamentais, tanto para a sensibilização central dolorosa 
(Pesquero et al., 2000) quanto para o desenvolvimento de respostas 
inflamatórias (Araújo et al., 2001). Além disso, a apoptose de neutrófilos, 
bem como, a hipotensão induzida por LPS foram abolidas nestes animais, 
confirmando a importância dos receptores B] nesses processos.
Sem dúvida, a principal diferença entre os receptores B] e B2 está 
relacionada com o padrão de expressão destas duas moléculas. Tem sido 
largamente demonstrado que a maior parte das ações fisiológicas das cininas 
são mediadas pela ativação dos receptores Bo, enquanto que os receptores B] 
são responsáveis por amplificar e perpetuar a sinalização, iniciada pela 
estimulação dos receptores B2 (ver Quadro 1). As respostas mediadas pela 
ativação de ambos os receptores são qualitativamente similares e geralmente 
envolvem a ativação dos mesmos tipos celulares (Marceau et al., 1998; 
Calixto et al., 2000; 2001). Desta forma, os receptores B2 são expressos de
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forma constitutiva em vários órgãos, tecidos e tipos celulares, incluindo: 
células endoteliais, fibroblastos, epitélio glandular, rins, coração, musculatura 
esquelética, sistema nervoso central (SNC) e musculatura lisa de vasos 
sangüíneos, dueto deferente, traquéia, intestino, útero e bexiga (Dendorfer et 
al., 1999). Por outro lado, os receptores Bi não estão presentes em condições 
normais, mas sua expressão pode ser aumentada após traumas teciduais ou 
durante alterações patológicas. Assim, tem sido demonstrado que as respostas 
mediadas por estes receptores podem ser moduladas em diversos tipos 
celulares distintos (Marceau et al., 1998; Ahluwalia e Perretti, 1999; Calixto 
et al., 2000).
O mecanismo de indução de receptores constitui um dos processos de 
regulação da responsividade de um tecido sob situações de estresse celular. 
Este processo, normalmente é observado com receptores do tipo tirosina- 
quinase ou, ainda, com receptores nucleares. Contudo, este fenômeno é 
raramente descrito para receptores acoplados à proteína G. O receptor Bi para 
as cininas representa um dos poucos exemplos de receptores com 7 domínios 
transmembrana, que podem ser induzidos por estímulos específicos 
(Donaldson et al., 1997).
O aumento tempo-dependente das respostas mediadas pela ativação dos 
receptores B] foi descrito, pela primeira vez, por Goldberg et al. (1976), em 
preparações obtidas da veia safena de cães. O mesmo fenômeno foi 
demonstrado posteriormente em várias preparações vasculares e não-
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vasculares (Regoli et al., 1977; 1978; Marceau et al., 1980; Couture et al., 
1982). Outros dados da literatura, apontaram que a indução dos receptores Bj 
pode ser ainda observada na maioria da preparações in vitro, obtidas de 
coelhos, ratos, suínos (Marceau, 1995) e também em tiras de cólon ou 
preparações de íleo humano (Couture et al., 1981; Zuzack et al., 1996). Estas 
preparações geralmente não respondem aos agonistas dos receptores Bi na 
primeira hora de incubação, mas se tornam progressivamente responsivas 
após algumas horas de incubação in vitro (Marceau, 1995; 1997; Marceau et 
al., 1998). Este efeito pode ser bloqueado pela incubação do inibidor da 
síntese de RNA, actinomicina D, pelo bloqueador de síntese protéica, a 
cicloheximida, pelo inibidor da N-glicosilação, a tunicamicina, pelo inibidor 
da translocação de proteínas, brefeldin A ou, ainda, por glicocorticóides, 
como a dexametasona (Regoli et al., 1978; Marceau et al., 1980; Whalley et 
al., 1983; Audet et al., 1994; Campos e Calixto, 1994; Haddad et al., 2000; 
Sardi et al., 2000). Deste modo, a indução dos receptores B] parece constituir 
um processo tempo-dependente e que envolve a expressão de RNA 
mensageiro, translocação no nível ribossomal, transporte de proteínas do 
retículo endoplasmático para o complexo de Golgi, aumento da taxa de 
transcrição, decréscimo na degradação do RNAm ou, inclusive, aumento da 
estabilidade do RNAm (Haddad et al., 2000).
A indução dos receptores Bi in vivo foi evidenciada no modelo de 
cistite química em ratos e posteriormente no modelo de pressão arterial em
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coelhos (Marceau et al., 1980; 1983; 1984). Evidências a respeito da indução 
dos receptores B] in vivo também foram demonstradas em modelos de 
hiperalgesia inflamatória em ratos, após a irradiação com raios ultravioleta, 
depois da injeção intra-articular de adjuvante de Freund ou após a injeção 
intra-articular de algumas citocinas, incluindo IL-1, IL-2 e IL-8 (Perkins et 
al., 1993; Perkins e Kelly, 1993; Davis et al., 1994; Khasar et al., 1995; 
Perkins et al., 1995).
Recentemente, foi demonstrado que ambos os receptores, B] e B2, estão 
envolvidos na resposta edematogênica induzida pelas cininas na pata de rato. 
Neste modelo, os receptores B2 parecem ser constitutivos, enquanto os 
receptores B] podem ser induzidos após a dessensibilização completa dos 
receptores B2, através de injeções repetidas de BK (Campos e Calixto, 1995) 
ou do agonista seletivo de receptores B2, a tirosina^-BK (Campos et al., 1995), 
em um período de 7 dias. Além disso, o aparecimento dos receptores B, no 
edema de pata de rato também foi verificado após o tratamento agudo dos 
animais com endotoxina de Escherichia coli (Campos et al., 1996), seguindo 
o tratamento crônico dos animais com bacilos atenuados de Mycobacterium 
bovis (Campos et al., 1997) ou após 7 dias da remoção cirúrgica das glândulas 
adrenais (Cabrini et al., 2001).
O aumento da expressão dos receptores B] in vivo também foi 
observado após a indução de estresse térmico em ratos (Lagneux e Ribuot,
1997), pela injeção de IL-1[3 em camundongos (McLean et al., 2000b) ou,
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ainda, em suínos e macacos, após o tratamento com endotoxina de E. coli 
(Siebeck et al., 1998; DeBlois e Horlick, 2001). Ademais, o aumento dos 
receptores Bi foi descrito no modelo de diabetes do tipo I, induzida pelo 
tratamento com estreptozotocina (Cloutier e Couture, 2000, Campos et al.,
2001), no modelo de infarto do miocárdio em ratos, após a oclusão 
permanente da artéria coronária esquerda (Tschõpe et al., 2000) ou depois de 
14 dias da constrição do nervo ciático em ratos (Levy e Zochodne, 2000).
De acordo com as evidências acerca da indução dos receptores B], é 
possível inferir que a expressão destes receptores seja controlada pela 
produção de citocinas específicas, produzidas durante o trauma ou estresse 
tecidual (Marceau et al., 1998). Dentre todas as citocinas pró-inflamatórias, a 
IL-lp tem sido implicada como o principal agente regulador dos níveis do 
receptor Bj in vivo ou in vitro (Marceau 1995; 1997). Sendo assim, a maior 
parte dos estímulos inflamatórios ou imunopatológicos que resultam no 
aumento das respostas mediadas pela ativação dos receptores Bi parece 
envolver um aumento da produção de IL-1 (3 (McLean et al., 2000a). A síntese 
da IL-1 pode ser induzida por outras citocinas ou mediadores da inflamação, 
sendo particularmente estimulada por endotoxinas bacterianas ou produtos 
virais (Stylianou e Saklatvla, 1998). Tem sido descrito que a IL-1(3 é capaz de 
estimular a indução de diversos genes, cujos promotores são regulados através 
de interações complexas com fatores de transcrição. A ligação da IL-1(3
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resulta na associação de fatores relacionados ao receptor de TNF (TRAF6) e 
quinases dependentes da ativação do receptor de IL-1 (IRAKl, IRAK2 e 
MyD88) (Cao et al., 1996; Muzio et a l, 1997). Além disso, os sinais 
produzidos pela IL-1 podem resultar na estimulação de várias proteínas da 
família das MAP-quinases, tais como; p38, p42, p44, NIK, JNK e SAPK 
(Saklatvala et al., 1999). Por sua vez, estas proteínas estão envolvidas na 
ativação de um grupo de quinases denominadas IKKl e IKK2, responsáveis 
pelo controle da expressão gênica regulada pelo fator nuclear NF-kB.
O fator de transcrição NF-kB é um heterodímero, comumente 
constituído de duas subunidades denominadas p50 e p65. Em condições 
normais, o NF-kB é encontrado no citoplasma, onde está complexado a um 
elemento inibitório, denominado IkB. A degradação do IkB envolve 3 etapas 
que incluem fosforilação pelas enzimas IKKl e IKK2, ubiquitinação e 
degradação por um sistema de proteasomas. Esta reação permite que o NF-kB 
passe livremente do citoplasma para o núcleo e se ligue a seqüências 
específicas de certos genes, possibilitando, assim, uma ativação 
transcripcional extremamente rápida (Mercúrio e Manning, 1999; Baldwin Jr, 
2001; Tak e Firestein, 2001). Além dessas vias, as respostas mediadas pela 
IL-1 podem envolver a produção de AMPc e ativação do elemento de resposta 
do AMP (CREB), ou ainda, a ativação do fator de transcrição AP-1, via 
estimulação da proteína quinase C (PKC) (Barnes et al., 1998).
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De fato, tem sido sugerido que o fenômeno de indução dos receptores Bi 
envolve a ativação de fatores transcripcionais, incluindo o fator nuclear NF- 
k B. É possível que estímulos como citocinas pró-inflamatórias ou LPS 
induzam a fosforilação do inibidor endógeno I k B, promovendo a ativação do 
NF-kB, modulando a síntese de novo dos receptores B] (Calixto et al., 2000).^ 
Estas evidências são confirmadas por dados recentes, que mostram a 
ocorrência de sítios de ligação para diversos fatores de transcrição, como AP-
1, CREB e NF-kB, na região promotora do gene do receptor B] (Ni et al., 
1998b, Yang et al., 1998). Foi também demonstrado que mutações do sítio de 
ligação para o NF-kB são capazes de impedir os efeitos do LPS e das 
citocinas sobre o receptor B] em células de musculatura vascular humana (Ni 
et al., 1998b). Resultados similares foram mostrados por Schanstra et al. 
(1998), indicando que a expressão dos receptores B] em fibroblastos de 
pulmão humano, após a estimulação com IL-ip, é modulada no nível 
trancripcional pelo NF-kB. Outros dados da literatura demonstram a 
participação do NF-kB no aumento das respostas mediadas pelos receptores 
B] no rim (Marceau et al., 1999) e na aorta (Medeiros et al., 2001) de coelhos 
tratados com LPS, e ainda em vários tecidos obtidos de animais 
adrenalectomizados 7 dias antes (Cabrini et al., 2001).
Embora a maior parte das respostas mediadas pelos receptores B] 
envolva a ativação de receptores induzidos, a expressão constitutiva dos
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receptores Bi tem sido evidenciada em tecidos vasculares de cães (Bélichard 
et al., 1996; Staszewska-Wooley e Woodman, 1991), no SNC de ratos 
espontaneamente hipertensos (Emanueli et al., 1999), na vasculatura 
pulmonar de gatos (Santiago et al., 1995; Seyedi et al., 1997) e em tecidos 
oculares ou em linfócitos humanos (Ma et al., 1996; Prat et al., 1999). Por 
outro lado, os receptores B2 são expressos de forma constitutiva pela maior 
parte dos tipos celulares, mas sua expressão pode ser induzida pela 
estimulação com citocinas inflamatórias, por fatores de crescimento, pelo 
supressor tumoral p53 ou por drogas que elevam os níveis de AMPc (Bathon 
et al., 1992; Dixon, 1994, Dixon et al., 1996, Haddad et al., 2000; Saifudeen 
et al., 2000).
Apesar das diferenças entre o padrão de expressão dos receptores B] e 
B2, na maioria das vezes, as vias de transdução ativadas pelos dois tipos de 
receptores são muito semelhantes (Liebmann e Bõhmer, 2000; Liebmann,
2001). Os receptores B] e B2 para as cininas são preferencialmente acoplados 
a proteínas das farmlias Gai e Gaq (Liao e Homcy, 1993) e sua ativação pode 
estar relacionada com estimulação direta ou indireta de diversas vias de 
sinalização intracelular. Estas vias incluem: fosfolipase C, fosfolipase D, 
produção de cálcio intracelular, ativação de isoformas específicas da proteína 
quinase C, estimulação de canais de potássio sensíveis ao cálcio, transporte de 
íons cloreto, a ativação da adenilato ciclase, formação de óxido nítrico (NO), 
aumento expressivo dos níveis de prostanóides em resposta à ativação da
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fosfolipase A2 ou, ainda, ativação da via da MAP-quinase. (Schanstra et al., 
1999; Liebmann e Bõhmer, 2000; Liebmann, 2001). Recentemente, foi 
demonstrado que a ativação dos receptores B] e B2 pode resultar na ativação 
de outros grupos de quinases, incluindo; tirosina-quinase, fosfatidilinositol-3- 
quinase e esfingosina-6-quinase (Blaukat e Dikic, Liebmanne Bõhmer, 2000; 
Liebmann, 2001) (ver Quadro 1).
Há pouco tempo, foi proposto que a ativação do receptor B2 e sua 
dessensibilização poderiam constituir estímulos diretos para a indução dos 
receptores Bi. Além do perfil de expressão, os receptores Bi e B2 também 
apresentam diferenças importantes relacionadas com a susceptibilidade à 
dessensibilização (Marceau e Bachvarov, 1998) (para maiores detalhes, ver 
Quadro 1). Enquanto os receptores B2 são rapidamente dessensibilizados e 
internalizados após a estimulação com o agonista, o receptor B] não é passível 
de tais processos. Estas diferenças podem ser explicadas pela presença de 
resíduos de tirosina e serina, bem como de um resíduo de cisteína {Cys 324) 
na alça C-terminal do receptor B2 (Austin et al., 1997; Faussner et al., 1998; 
1999). Desta forma, é possível sugerir que, depois de ativados, os receptores 
B2 sofrem dessensibilização, levando ao aumento da expressão dos receptores 
Bi. Estudos recentes demonstram que a BK, agindo em receptores B2, 
promove ativação do fator nuclear NF-kB e aumento da expressão de IL-1(3 
em células epiteliais humanas (Pan et al., 1998). A BK também é capaz de 
estimular a produção de IL-6 e IL-8 em fibroblastos de gengiva ou pulmão
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humanos, todos estímulos conhecidos por induzir o aumento dos receptores 
B] (Hayashi et al., 1998; Modéer et al., 1998). Realmente, algumas evidências 
recentes (Phagoo et al., 1999; 2000) confirmam a ocorrência de um balanço 
entre as duas populações de receptores para as cininas, em um processo 
controlado pela produção de citocinas pró-inflamatórias. Além disso, os dois 
genes correspondentes aos receptores B] e B2 humanos estão localizados na 
mesma região cromossômica (14q32), sugerindo uma possível regulação 
coordenada dos dois subtipos de receptores (Ma et al., 1994; Chai et al.,
1996). Assim, os receptores B2 seriam responsáveis por mediar as ações das 
cininas durante a fase aguda do processo inflamatório, ao passo que os 
receptores Bj seriam induzidos durante a fase crônica, a fim de promover a 
manutenção e a amplificação do processo inflamatório.
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HOE 140, NPC 17731, WIN 64338, FR Des-Arg'^-[Leu'VBK 
1773657, FR 167344, NPC 18884 e Des-Arg"’-[Leu^]-calidina 
bradyzide Des-Arg"’-HOE 140 
B9858, R715
Expressão constitutiva. Pode ser induzido Silenciosos ou ausentes na maioria dos 
na musculatura lisa arterial, em células tecidos. São induzidos após traumas ou no
sinoviais e fibroblastos de pulmão humano processo inflamatório. Expressos
por algumas citocinas ou por substâncias constitutivamente em alguns tecidos,
que aumentam o AMPc especialmente obtidos de cães ou felinos
Os receptores B| and B2 humanos estão localizados no cromossomo 14q32
Os receptores Bi and B2 já foram clonados em camundongos, ratos, coelhos, cães e 
humanos
Vias dependentes da PLC. Vias dependentes da PLC.
Aumento transitório das concentrações Aumento sustentado das concentrações 
intracelulares de Ca'^  ^ intracelulares de Ca"^ "^
Sua estimulação pode resultar na ativação Várias evidências demonstram que sua 
de vários grupos de quinases, incluindo: expressão pode ser regulada pela ativação da 
MAPK, TK, PI3K etc MAPK, PKC e TK
U)os
Receptores B2 Receptores Bi
Interação com outros sistemas envolvidos A ativação do receptor B2 pode resultar n; Sua expnsssão ocorre fiieqüentemente em paralelo
na inflamação
Relação com fatores de transcrição
Taxa de dissociação do agonista
Dessensibilização
Efeito da estimulação prolongada
Envolvimento em respostas 
inflamatórias e dolorosas
Potencial terapêutico
com a de ouüüs componentes do processo 
inflamatório, tais como: COX-2 e NOSj.
estimulação da PLA2 , COX-1/2 e NOS.
Sua ativação também pode induzir a síntesí 
de novo de algumas citocinas (IL-1[3, IL-6 t 
IL-8)
A BK pode estimular a ativação fato A região promotora do receptor B| apresenta




Em geral, estão associados com a fase 
aguda da dor e da inflamação
Questionável. Sua estimulação está 
freqüentemente relacionada a 
processos fisiológicos
sítios de ligação para vários fatores de 
transcrição (NF-kB, AP-I e CREB)
Lenta
Normalmente resistem à dessensibilização, 
exceto quando são expressos artificialmente
Aumento da expressão e sinalização 
Persistente
Parecem estar envolvidos no estágio crônico 
do processo inflamatório e na amplificação 
das respostas dolorosas
Alta. É possível que antagonistas não- 
peptídicos seletivos para os receptores B| 
sejam de grande utilidade como adjuvante no 
tratamento de doenças inflamatórias crônicas
*Adaptado de: Regoli e Barabé, 1980; Marceau et al., 1998; Faussneret al., 1999. NOS, óxido nítrico sintase; COX-2, ciclooxigenase- 
2; PKC, proteína quinase C, TK, tirosina-quinase; MAPK, MAP-quinase; PI3K, fosfatidilinositol-3-quinase.________________________ U)<1
OBJETIVOS
1. Objetivo geral
O objetivo do presente trabalho foi analisar, através de estudos 
farmacológicos, e de técnicas de bioquímica e de biologia molecular, os 
mecanismos envolvidos nas ações modulatórias de citocinas com ação pró- 
inflamatória, sobre as respostas mediadas pelos receptores B| e B2 para as 
cininas no modelo do edema de pata de rato.
2. Objetivos específicos
2.1. Caracterizar a resposta edematogênica causada por agonistas seletivos 
dos receptores Bi e B2 em animais pré-tratados com IL-1(3, TNFa ou IL-6.
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2.2. Analisar alguns mecanismos envolvidos no aumento das repostas 
mediadas pelos receptores B] após o tratamento com IL-ip ou TNFa, 
incluindo a participação de síntese protéica, a ativação de quinases e o 
envolvimento de metabólitos do ácido araquidônico.
2.3. Investigar os efeitos da co-injeção de anticorpos monoclonais e de 
citocinas antiinflamatórias sobre o edema de pata mediado pelos receptores B] 
em animais pré-tratados com IL-ip ou TNFa.
2.4. Examinar a influência da injeção intraplantar de IL-1 p sobre os níveis de 
IL-1 p e de TNFa na pata de rato;
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2.5. Investigar o possível envolvimento do fator nuclear NF-kB sobre a 
indução do receptor Bi na pata de rato, após o tratamento com citocinas pró- 
inflamatórias;
2.6. Confirmar a expressão do receptor B i para as cininas após a injeção de 
IL-1 (3 na pata de rato.
2.7. Analisar a possível correlação entre o recrutamento de neutrófilos 
induzido pela IL-1(3, bem como a participação de moléculas de adesão e 




Para a realização dos experimentos, foram utilizados ratos machos
Wistar (140-180 g), fornecidos pelo Biotério Central da UFSC. Os animais
foram mantidos em temperatura controlada de 22 ± 2 °C, em ciclo
claro/escuro de 12 h, e com livre acesso à água e ração até a hora dos
experimentos. Os animais foram aclimatizados no laboratório durante um
período de pelo menos 1 h e os experimentos realizados entre 8:00 e 18:00 h.
i
Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as indicações para o 
cuidado com animais de laboratório e recomendações éticas para 
experimentos com animais conscientes (Zimmerman, 1983).
2. Procedimentos experimentais
2.1. Medida do edema de pata
O procedimento utilizado para a avaliação do edema de pata foi 
similar àquele descrito por Campos e Calixto (1995), com pequenas 
modificações. Os animais foram levemente anestesiados com éter e 
receberam, por via intraplantar, na pata direita, 0,1 ml de salina tamponada 
(PBS; composição em mmol/litro: NaCl 137, KCl 2.7 e tampão fosfato 10)
n
contendo BK (3 nmol/pata), tirosina -BK (0,3 - 100 nmol/pata; agonista
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seletivo de receptores B2), ou des-Arg^-BK e des-Arg^^^-calidina (10 -  100 
nmol/pata; agonistas seletivos de receptores B]). A pata esquerda recebeu o 
mesmo volume (0,1 ml) de PBS e foi utilizada como controle. O aumento de 
volume foi medido pletismometricamente (Pletismômetro, Ugo Basile) em 
vários intervalos de tempo (10, 20, 30, 60 e 120 min após a injeção das 
cininas) ou apenas no pico do edema (20 min). A diferença entre o volume 
das patas direita e esquerda foi quantificada (em ml) e tomada com índice de 
edema. Em todos os experimentos, os animais foram pré-tratados com um 
inibidor da cininase II, o captopril (5 mg/kg, 1 h, s.c), a fim de evitar a 
degradação das cininas (Corrêa e Calixto, 1993).
2.2. Tratamento com as citocinas pró-inflamatórias
Na maior parte dos experimentos, os animais foram tratados por via 
intraplantar com IL-lp ou TNFa (1 - 5 ng/pata, 15, 30, 60, 120 ou 360 min 
antes da injeção das cininas). Em alguns experimentos, com o objetivo de 
determinar o possível efeito sistêmico das citocinas, os animais receberam 
IL-ip ou TNFa (ambos na dose de 5 ng/pata) na pata direita, e a des-Arg^- 
BK (100 nmol/pata) na pata contralateral. Alguns animais foram tratados 
com IL-6 ( 1 - 1 0  ng/pata) nos mesmos intervalos de tempo usados para a IL- 
1(3 e para o TNFa. O edema foi avaliado como descrito anteriormente, 
comparando-se as respostas obtidas nos animais tratados com PBS com 
aquelas obtidas nos animais tratados com as citocinas pró-inflamatórias.
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2.3. Análise dos mecanismos envolvidos no edema de pata causado pela 
des-Arg^-BK em animais pré-tratados com IL-lp ou TNFa
2.3.1. Efeito da co-injeção de antagonistas Bi e B2
Visando determinar quais os receptores para as cininas estariam 
envolvidos na resposta edematogênica produzida pela des-Arg^-BK, em ratos 
pré-tratados com IL-1(3 (5 ng/pata, 60 min) ou com TNFa (5 ng/pata, 30 
min), os animais receberam uma injeção intraplantar contendo o antagonista 
seletivo de receptores B,, dcs-Arg^-NPC 17731 (1 - 30 nmol/pata), ou o 
antagonista seletivo de receptores B2, Hoe 140 (10 nmol/pata), em conjunto 
com a des-Arg^-BK (100 nmol/pata). As respostas obtidas foram analisadas 
comparando-se o edema produzido pela des-Arg^-BK, após o tratamento 
com as citocinas IL-ip ou TNFa, na presença ou ausência dos referidos 
antagonistas.
2.3.2. Efeito da associação de anticorpos para citocinas pró-inflamatórias
Para avaliar o envolvimento da produção secundária de outras citocinas 
sobre o edema de pata causado pela des-Arg^-BK, os animais receberam os 
anticorpos anti-IL-1^, anti-TNFa, anti-IL-8 e anti-IL-6 (50 - 100 ng/pata), em 
conjunto com a IL-lp ou com o TNFa (ambos na dose de 5 ng/pata), 60 e 30 
min antes da injeção da des-Arg^-BK (100 nmol/pata), respectivamente. Os
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animais controle receberam PBS e a resposta inibitória foi analisada 
comparando-se o aumento de volume produzido pela des-Arg^-BK, na 
presença ou ausência dos anticorpos.
2.3.3. Influência da co-injeção de citocinas antiinflamatórias
Para verificar a participação de citocinas antiinflamatórias sobre o 
edema de pata mediado pelos receptores B] em ratos tratados com IL-1(3 ou 
TNFa, outros grupos de animais receberam as citocinas antiinflamatórias, IL- 
10 (10 -  30 ng/pata) ou IRA (antagonista dos receptores da IL-1; 100 
|ig/pata), em associação com a IL-ip ou com o TNFa (ambos 5 ng/pata), 60 e 
30 min antes da injeção da des-Arg^-BK (100 nmol/pata), respectivamente. 
As respostas obtidas foram comparadas com aquelas observadas nos animais 
controle (tratados com PBS).
2.3.4. Efeito do tratamento com inibidores da ciclooxigenase (COX)
A fim de avaliar a participação de metabólitos do ácido araquidônico no 
desenvolvimento do edema de pata à des-Arg^-BK (100 nmol/pata) em ratos 
que receberam IL-1(3 ou TNFa, os animais foram pré-tratados por via 
intraperitoneal (i.p.) com o inibidor não-seletivo das COXs- 1 e 2, 
indometacina (2 mg/kg), ou com os inibidores seletivos da COX-2, 
meloxicam (3 mg/kg) ou NS 398 (500 |J.g/kg). Todos os inibidores foram
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administrados 1 h antes da injeção de IL-1 (3 (5 ng/pata, 60 min) ou TNFa (5 
ng/pata, 30 min). Os animais controle foram tratados com PBS e o edema de 
pata avaliado como descrito acima.
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2.3.5. Análise da participação de alguns grupos de quinases
Para investigar o envolvimento da ativação da PKC no aumento da 
resposta edematogênica mediada pela ativação dos receptores B] em ratos 
tratados com IL-(3 ou TNFa, os animais receberam os inibidores da PKC, a 
estaurosporina (10 -  50 nmol/pata) ou o RO 318220 (30 nmol/pata), em 
conjunto com a IL-1(3 (5 ng/pata, 60 min) ou com o TNFa (5 ng/pata, 30 
min). Em outro grupo experimental, os ratos receberam o inibidor da MAP 
quinase, PD 98059 (30 -  50 nmol/pata), em associação com a IL-1[3 ou com o 
TNFa (ambos na dose de 5 ng/pata), 60 e 30 min antes da injeção da des- 
Arg^-BK (100 nmol/pata), respectivamente. Finalmente, para determinar a 
possível participação da tirosina-quinase no aumento de volume induzido pela 
des-Arg^-BK, os animais foram pré-tratados com o inibidor de tirosina- 
quinase, genisteína (2.5 -  5 mg/kg), 30 min antes da injeção de IL-1(3 ou 
TNFa. As respostas edematogênicas obtidas na presença dos inibidores foram 
comparadas com aquelas observadas nos animais controle (tratados com 
PBS).
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2.3.6. Influência do tratamento com inibidores de síntese protéica
Com o objetivo de verificar a possível participação de síntese protéica 
no edema de pata causado pela des-Arg^-BK (100 nmol/pata) em ratos 
tratados com IL-lp ou TNFa, outros grupos de animais foram tratados 
previamente com o glicocorticóide, dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.), 4 h antes 
dos experimentos, ou com o inibidor de síntese protéica, a cicloheximida (1,5 
mg/kg, s.c.), 6 h antes da injeção de IL-1(3 ou TNFa (5 ng/pata). Os animais 
controle foram tratados com PBS nos mesmos intervalos de tempo.
2.3.7. Participação do fator nuclear NF-kB
Para analisar o envolvimento do fator de transcrição NF-kB no edema 
de pata causado pela des-Arg^-BK em ratos que receberam IL-lp ou TNFa, 
outros grupos de animais foram tratados com os inibidores da ativação do NF- 
kB, TLCK (2 mg/kg, i.p.) ou PDTC (100 mg/kg, i.p.), 30 min antes da injeção 
de IL-lp (5 ng/pata, 60 min) ou TNFa (5 ng/pata, 30 min). O edema de pata 
foi avaliado conforme a descrição anterior, e as respostas obtidas na presença 
dos inibidores foram comparadas com aquelas observadas nos animais 
tratados com PBS.
2.3.8. Efeito do tratamento com inibidores da migração celular
Com a finalidade de avaliar o possível envolvimento de alguns fatores 
quimiotáticos no desenvolvimento do edema de pata à des-Arg^-BK (100 
nmol/pata) em animais pré-tratados com IL-1(3, os animais receberam o 
antagonista do fator de agregação plaquetária (PAF), WEB 2086 (15 |ig/pata), 
ou o antagonista do receptor de leucotrieno B4 (LTB4), CP 105696 (30 
|ig/pata), em associação com a IL-lp (5 ng/pata, 60 min). Em outra de série 
de experimentos, visando analisar a participação de moléculas de adesão no 
aumento das respostas mediadas pelos receptores B] em ratos que receberam 
IL-1(3, os animais foram pré-tratados por via endovenosa (e.v.) com o inibidor 
não-seletivo de selectinas, fucoidina (10 mg/kg), ou com o anticorpo anti- 
CD18 (|32-integrina) (1 mg/kg), ambos administrados 15 min antes da injeção 
de IL-1(3. A resposta inibitória foi analisada comparando-se o edema 
produzido pela des-Arg^-BK após o tratamento com IL-1(3, na presença ou 
ausência dos inibidores.
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2.4. Análise do efeito de inibidores de quinases ou do fator nuclear NF-kB 
sobre as respostas mediadas pelos receptores para as cininas
Em outros grupos de experimentos, a fim de determinar a seletividade 
de alguns dos inibidores utilizados, os efeitos do tratamento com 
estaurosporina (10 nmol/pata), RO 318220 (30 nmol/pata), PD 98059 (10
nmol/pata), genisteína (2,5 mg/kg, i.p., 30 min), TLCK (2 mg/kg, i.p., 30 min) 
ou PDTC (100 mg/kg, i.p., 30 min) foram avaliados sobre a resposta 
edematogênica causada pela injeção intraplantar de BK (3 nmol/pata). Os 
protocolos de tratamento utilizados foram os mesmos descritos anteriormente. 
O aumento de volume observado após o tratamento com os inibidores foi 
comparado com aquele observado em animais pré-tratados com PB S.
2.5. Medida dos níveis de IL-lp e de TNFa
Para a medida dos níveis de IL-ip e TNFa, foi utilizada a metodologia 
previamente descrita por Francischi et al. (2000), com pequenas 
modificações. Os animais receberam, por via intraplantar, 0,1 ml de IL-1(3 (5 
ng/pata) e foram sacrificados após 30 min. Os animais controle receberam 
PBS. O tecido subcutâneo das patas injetadas foi removido e colocado em 
tampão fosfato, contendo: tween 20 0,5 %, cloreto de benzametônio 0,1 mM, 
EDTA 10 mM, aprotinina A 2 |lg/ml, PMSF 0,1 mM e BSA 0,5 %. Os 
tecidos foram homogeneizados e centrifugados a 3000 g, por 10 min, a - 4 °C. 
O sobrenadante obtido foi utilizado para o ensaio. Os níveis de IL-ip e TNFa 
foram medidos através de Kit de Elisa, de acordo com as recomendações do 
fabricante (R & D Systems ®). Os experimentos foram realizados em 
duplicata e repetidos 3 vezes. As respostas foram expressas em pg/mg de 
tecido.
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2.6. Detecção do RNA mensageiro para o receptor Bi
Os experimentos foram realizados segundo a descrição metodológica 
de Bélichard et al. (2000), com algumas modificações. Os animais foram 
tratados por via intraplantar com IL-1|3 (5 ng/pata) ou com PBS e foram 
sacrificados em vários intervalos de tempo (15 - 360 min). Em outro grupo de 
experimentos, com o intuito de determinar a possível correlação entre 
moléculas de adesão e a expressão dos receptores B], os animais foram pré- 
tratados com o inibidor de selectinas, a fucoidina (10 mg/kg, e.v.), 15 min 
antes da IL-1(3 (5 ng/pata). Neste grupo experimental, os animais foram 
sacrificados 60 min após a injeção de IL-1|3. O tecido subcutâneo das patas 
foi removido, congelado em nitrogênio líquido e estocado a - 70 ” C. 
Posteriormente, as amostras foram pulverizadas em nitrogênio líquido e o 
RNA total foi extraído utilizando reagente Trizol (Gibco BRL®), conforme as 
recomendações do fabricante. A transcrição reversa (RT) foi realizada com 1 
|ig de RNA total e 200 U de transcriptase reversa (Gibco BRL®) em uma 
mistura contendo dNTP 0,5 mM, 25 |il/ml do oligo dT, DTT 10 mM, MgCli 
2,5 mM, KCl 50 mM e Tris-HCl 20 mM, pH 8,4, em um volume final de 20 
|il. As amostras foram incubadas por 50 min a 42 °C, aquecidas por 15 min a - 
70 ° e, finalmente, resfriadas em gelo. Depois do tratamento com 2 U de 
Rnase H (20 min, 37 °C), a amplificação do DNAc de seqüências específicas 
para o receptor B i de rato e para a (3-actina foi realizada pela reação da cadeia
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de polimerase (PCR), utilizando os seguintes primers: sense 
TGAAGCTGTGTGAGCTCTTTG e antisense
GCCAGTTGAAACGGTTCCC, para o receptor Bi; e sense 
GTTCCGATGCCCCGAGGATCT e antisense
GCATTTGCGGTGCACGATGGA, para a (3-actina de rato. O DNAc da p- 
actina foi utilizado para a padronização da quantidade de RN A. Alíquotas 
obtidas da RT (5 |il) foram adicionadas a uma mistura contendo MgCl2 1,5 
mM, dNTP 300 |iM, 2 |ig/ml do primer e 50 U/ml de Taq polimerase (Gibco 
BRL®) em Tris-HCL 20 mM pH 8,4, em um volume final de 100 |ill. O 
protocolo usado para o PCR foi o seguinte: 4 min a 94 °C, 36 ciclos de 35 s a 
94 °C/45 s a 60 °C/ 45 s a 72 ° e, finalmente, por 7 min a 72 °C. Alíquotas de 
25 |ll de cada amostra foram analisadas em gel de poliacrilamida/Tris-borato- 
EDTA (TBE) e coradas com brometo de etídio. O tamanho dos produtos foi; 
450 pares de base para o receptor B] e 600 pares de base para a |3-actina. Os 
experimentos foram repetidos 4 vezes.
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2.7. Ativação do fator nuclear NF«kB
A ativação do fator de transcrição NF-kB foi determinada pelo ensaio 
de deslocamento em gel (EMSA). Os animais foram levemente anestesiados 
com éter e receberam, por via intraplantar, na pata direita, 0,1 ml de PBS 
contendo IL-1|3 (5 ng/pata). Decorridos 30 min, os animais foram sacrificados
e o tecido subcutâneo das patas foi removido e congelado em nitrogênio 
líquido. Patas tratadas com PBS foram utilizadas como controle. Em alguns 
experimentos, os animais foram tratados com dexametasona (0,5 mg/kg) ou 
com PDTC (100 mg/kg), como descrito nos itens 2.2.6 e 2.2.7. Os 
experimentos foram realizados em duplicata e repetidos 3 vezes. Os tecidos 
foram pulverizados em nitrogênio líquido e os extratos nucleares foram 
preparados de acordo com a metodologia descrita por Shames et al (1998). As 
amostras foram homogeneizadas em 30 volumes de tampão A (HEPES 10 
mmol/1 pH 7.9; KCl 10 mmol/1; EDTA 0.1 mmol/1; sucrose 0.35 mol/1; NP-40 
0.5%; DTT 0.5 mmol/1 e PMSF 0.5 mmol/1) e centrifugadas a 1500 g, por 25 
min, 4 °C. O precipitado foi ressuspenso, homogeneizado em 15 ml de 
tampão B (HEPES 10 mmol/1, pH 7.9; KCl 10 mmol/1; EDTA 0.1 mmol/1 e 
sucrose 0.7 mol/1) e novamente centrifugado (1500 g, 30 min, 4 ”C). O 
precipitado obtido foi lavado em tampão contendo: HEPES 10 mmol/1, pH 
7.9; KCl 10 mmol/1 e EDTA 0.1 mmol/1. Depois de ser centrifugado por 30 
min, a 1500 g, o precipitado foi ressuspenso em 100 |il de tampão de extração 
(HEPES 20 mmol/1, pH 7.9; MgCh 1.5 mmol/1; NaCl 0.42 mol/1; EDTA 0.2 
mmol/1; glicerol 25%; DTT 0.5 mmol/1 e PMSF 0.5 mmol/1) e incubado a 4 
°C, por 20 min. Os extratos nucleares foram centrifugados por mais 30 min 
(1500 g). O sobrenadante foi misturado em tampão contendo: HEPES 20 
mmol/1, pH 7.9; KCl 50 mmol/1; EDTA 0.2 mmol/1; glicerol 20%; DTT 0.5 
mmol/1 e PMSF 0.5 mmol/1 e congelado em freezer -70 °C. A concentração
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protéica das amostras foi determinada através de Kit conforme as 
determinações do fabricante (BioRad®).
O ensaio de deslocamento em gel (EMSA) foi realizado com o Kit da 
Promega, de acordo com as instruções do fabricante. A sonda contendo o 
oligonucleotídeo NF-kB foi marcada (5’-
AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’) (Promega) com [y-^^P]ATP 
(DuPont, New England), na presença de T4 quinase (10 min, 37 °C). Os 
nucleotídeos não incorporados foram removidos em coluna de Sephadex G-25 
(Pharmacia). Um volume de 10 |il dos extratos nucleares foi incubado em 
tampão de ligação, contendo: Tris-HCl 10 mM, pH 7.5; MgCl2 1 mM; NaCl 
50 mM; DTT 0.5 mM; EDTA 0.5 mM; glicerol 4%; e 1 |lg de poli (dI:dC), 
por 20 min, em temperatura ambiente. Após a adição de 25000 cpm do 
oligonucleotídeo NF-kB marcado, as amostras foram incubadas por mais 30 
min e colocadas em gel não-desnaturante (acrilamida:bisacrilamida 6%, 
37.5:1; em tampão Tris-borato/EDTA), em 150 V, por 2 h. O gel foi seco em 
vácuo e exposto em autoradiografia.
Para os estudos de competição, os fatores de transcrição NF-kB o u  
TFIID (5’-GCAGAGCATATAAGGTGAGGTAGGA-3’; fator não 
relacionado à família NF-kB, responsável pelo recrutamento da RNA 
polimerase II) foram incubados com a sonda marcada, a fim de detectar
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interações não específicas. Células HeLa foram utilizadas como controle 
positivo.
2.8. Medida da atividade da mieloperoxidase (MPO)
O recrutamento de neutrófilos foi quantificado indiretamente através da 
determinação da atividade da MPO, segundo o método descrito por Souza et 
al. (2000), com pequenas modificações. Os animais foram levemente 
anestesiados com éter e receberam, por via intraplantar, na pata direita, 0,1 ml 
de PBS contendo IL-1|3 (1 e 5 ng/pata) ou des-Arg^-BK (100 nmol/pata) e 
foram sacrificados 60 e 20 min após as injeções, respectivamente. Em alguns 
experimentos, os animais foram pré-tratados com IL-lp (1 e 5 ng/pata) e, 
após 60 min, receberam des-Arg^-BK (100 nmol/pata), sendo sacrificados 20 
min depois. Em outro grupo experimental, os animais receberam o 
antagonista seletivo dos receptores Bi, des-Arg^-[Leu^]-BK (100 nmol/pata), 
em conjunto com a des-Arg^-BK. As patas tratadas com PBS foram utilizadas 
como controle. Em outros experimentos, a atividade da MPO, após a injeção 
intraplantar de IL-ip, foi analisada em animais tratados com WEB 2086 (15 
jig/pata), CP 105696 (30 |ig/pata), fucoidina (10 mg/kg, e.v., 15 min) ou com 
o anticorpo anti-CD 18 (1 mg/kg, e.v., 15 min), como descrito no item 2.3.8. 
Os experimentos foram realizados em duplicata e repetidos 3 vezes. Os 
animais foram sacrificados e o tecido subcutâneo das patas foi removido.
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homogeneizado a 5 % (peso/volume) em tampão EDTA/NaCl (pH 4,7) e 
centrifugado a 10000 r.p.m., por 15 min, 4 °C. O precipitado foi ressuspenso 
em tampão contendo brometo de hexadecil-trimetilamônio 0.5 % (pH 5,4) e 
as amostras obtidas foram congeladas e descongeladas 3 vezes em nitrogênio 
líquido. Depois do último descongelamento, as amostras foram centrifugadas 
novamente (10000 r.p.m., 15 min, 4 °C) e 25 |al do sobrenadante foram 
utilizados para o ensaio de MPO. A reação enzimática foi realizada na 
presença de tetrametilbenzidina 1,6 mM, NaP04 80 mM e peróxido de 
hidrogênio 0,3 mM. A absorbância foi medida em 650 nm e os resultados 
foram expressos em densidade óptica por mg de tecido.
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3. Drogas e reagentes
Os seguintes reagentes e drogas foram utilizados: BK, des-Arg^-BK,
8 9 8tirosina -BK, des-Arg -[Leu ]-BK, captopril, dexametasona, cicloheximida, 
indometacina, fucoidina, estaurosporina, TLCK (Na-tosil-clorometilcetona), 
PDTC (pirrolidina-ditiocarbamato), EDTA, brometo de hexadeciltrimetil 
amônio, tetrametilbenzidina, Tween 20, PMSF (fenil-metil-sulfonil- 
fluoreto), aprotinin A, BSA, cloreto de benzametônio, HEPES, DTT, NP-40, 
Tris-HCl, glicerol, pastilhas de PBS (todos obtidos da Sigma Chemical 
Company, St.Louis, EUA); CP 105696 (Pfizer Global Research and 
Development, Groton Labs, CT, USA); NS 398 (Tocris Inc., EUA);
genisteína, PD 98059 e R031820 (Research Biochemical International, RBI, 
MA, EUA); citocinas recombinantes murinas IL-1|3 (lote BN091) e TNFa 
(lote CS 184), IL-10 recombinante humana (lote BCllO), antagonista do 
receptor de IL-1 recombinante humano (IRA), anticorpos anti-IL-lp (lote 
B01D3), anti-TNFa (lote CTIOI), anti-IL-6 (lote BF123) e anti-IL-8 (lote 
BB282) (R & D Systems INC., Minneapolis, EUA); NaP04, NaCl, MgCh, 
KCl, sucrose e peróxido de hidrogênio (Merk, Brasil); WEB 2086 e 
meloxicam (Boehringer-Manhein, Alemanha). O anticorpo anti-CD18 foi 
gentilmente doado pelo Dr. Paul Hellewell (University of Sheffield, UK). 
Hoe 140 (D-Arg-[Hyp^ Thi\ D-Tic^ Oic^]-BK) e des-Arg^-NPC 17731 (D- 
Arg®-Arg’-Pro^-Hyp^-Gly"^-Phe'^-Ser‘’-[D-Hype'\transpropyl)^]-Oic^) foram 
cedidos gentilmente pela Hoechst (Frankfurt, Alemanha) e pela Seios/Nova 
Corporation (Baltimore, EUA), respectivamente. As soluções-estoque para 
todos os peptídeos foram preparadas em PBS (1 - 10 mM) em tubos 
siliconizados, mantidas a -18 °C e diluídas na concentração desejada no dia 
dos experimentos. As outras drogas foram diluídas em PBS, com exceção da 
dexametasona e indometacina que foram diluídas em 5% de etanol.
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4. Análise estatística
Os resultados foram expressos com a média ± erro padrão da média, 
exceto para os valores individuais das DE50 ou DI50 (ou seja, as doses dos
agonistas que produziram 50 % da resposta máxima, ou doses dos 
antagonistas que reduziram a formação do edema em 50 % em relação aos 
controles, respectivamente). Esses valores foram expressos como médias 
geométricas acompanhadas de seus respectivos limites de confiança em nível 
de 95 % e calculados através de interpolação gráfica em papel 
semilogarítmico. A percentagens de inibição representam a média das 
inibições obtidas para cada experimento individual. A avaliação estatística 
dos resultados foi realizada por meio do teste “t” de Student ou por análise 
de variância, seguida pelo teste de Dunnett, quando apropriado. Valores de P 





1. Caracterização da resposta edematogênica causada por agonístas 
seletivos dos receptores Bi e B2 em animais pré-tratados com citocinas 
pró-inflamatórias
Como demonstrado anteriormente (Campos e Calixto, 1995; Campos et 
al., 1996; Campos et al., 1997), a injeção intraplantar dos agonistas seletivos 
para os receptores Bi, a des-Arg^-BK ou a des-Arg‘°-calidina (em doses até 
300 nmol/pata), produziu apenas uma discreta alteração do volume das patas 
de animais controle (0,07 ± 0.02 ml e 0.08 ± 0.02 ml, respectivamente). Por 
outro lado, a injeção do agonista seletivo dos receptores B2, tirosina*^-BK (0.3 
-  10 nmol/pata), produziu edema de pata marcante e de maneira dose- 
dependente, com valor de DE50 (acompanhado do limite de confiança) de 1,1 
(0,8 -  1,4) nmol/pata e resposta máxima de 0,38 ± 0,03 ml.
Entretanto, os resultados do presente estudo demonstram que a injeção 
de des-Arg^-BK ou de des-Arg’®-calidina (10 -  100 nmol/pata), em animais 
que foram pré-tratados com IL-1|3 (60 min; Figura 1) ou com TNFa (30 min; 
Figura 2), ambos administrados na dose de 5 ng/pata, resultou em um 
aumento expressivo e dose-dependente do volume das patas. As respostas 
máximas obtidas para a des-Arg^-BK e para a des-Arg'®-calidina foram: 0,58 
± 0,02 ml e 0,42 ± 0,03 ml, nos animais pré-tratados com IL-ip e; 0,44 ±
0,03 ml e 0,29 ± 0,04 ml, nos animais pré-tratados com TNFa, 
respectivamente. Por outro-lado, o tratamento prévio dos animais com IL-lp 
(60 min) ou TNFa (30 min) (ambos 5 ng/pata) não foi capaz de produzir 
alteração significativa do edema de pata causado pelo agonista seletivo dos 
receptores B2, a tirosina^-BK (0,3 -  10 nmol/pata). Os valores de DE50 
(acompanhados do limite de confiança) foram de 1,3 (0,9 -  1,6) e 0,99 (0,8 - 
1,3) nmol/pata e respostas máximas de 0,37 ± 0,01 e 0,42 ± 0,04 ml, 
respectivamente, nos animias pré-tratados com IL-lp ou TNFa.
A injeção de des-Arg^-BK (100 nmol/pata) também produziu edema de 
pata pronunciado em animais que receberam IL-ip (5 ng/pata; 60 min) ou 
TNFa (5 ng/pata, 30 min) na pata contralateral. As respostas máximas obtidas 
foram 0,36 ± 0,04 ml e 0, 39 ± 0,03 ml, quando a des-Arg‘^ -BK foi aplicada na 
pata contralateral; e 0,55 ± 0,04 ml e 0,45 ± 0,07 ml, quando a IL-1(3 ou o 
TNFa foi aplicado no mesmo sítio que a des-Arg^-BK, respectivamente.
Os resultados da Figura 3 mostram o aumento de volume tempo- 
dependente produzido pela injeção intraplantar de des-Arg^-BK (100 
nmol/pata) em animais pré-tratados com IL-1(3 ou TNFa (ambos na dose de 5 
ng/pata). O edema induzido pela des-Arg®-BK foi evidente 15 min após o 
tratamento com IL-1|3 (Figura 3A) ou com TNFa (Figura 3B), sendo que as 
respostas máximas foram alcançadas 60 e 30 min após a injeção de IL-1(3 
(0,64 ± 0,06 ml) ou TNFa (0,47 ± 0,05 ml), respectivamente. A resposta
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edematogênica produzida pelo agonista Bi se manteve estável até 120 min, 
apresentando-se significativamente reduzida em 360 min (Figuras 3A e B).
n
Por outro lado, o edema de pata produzido pela tirosina -BK não foi alterado 
pelo tratamento com IL-lp ou TNFa, em nenhum dos intervalos de tempo 
observados (Figura 4).
Quando avaliada nos mesmos intervalos de tempo utilizados para a IL- 
1(3 ou para o TNFa, a injeção intraplantar de IL-6 (em doses até 10 ng/pata) 
gerou apenas um pequeno aumento da resposta edematogênica produzida pela 
injeção intraplantar do agonista B], a des-Arg^-BK (100 nmol/pata) (Figura 
3C). As respostas obtidas foram 0.07 ± 0.005 ml e 0.16 ± 0.036 ml, nos 
animais pré-tratados com PBS e IL-6 (10 ng/pata, 60 min), respectivamente.
Os resultados do presente trabalho também demonstram que o aumento 
da resposta edematogênica causada pela des-Arg^-BK (100 nmol/pata) foi 
proporcional às doses utilizadas de IL-lp (0 ,1 -5  ng/pata, 60 min) ou TNFa 
(0,5 - 5 ng/pata, 30 min) (Figuras 5A e B). Além disso, é possível observar 
que a injeção intraplantar de IL-1|3 (60 min) ou TNFa (30 min), em doses até 
5 ng/pata, produz apenas uma pequena alteração de volume das patas (0,05 ± 
0,008 ml e 0,025 ± 0,004 ml, respectivamente) (Figuras 5A e B).
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2. Efeito do tratamento com IL-1|3 sobre o aumento do RNAm para o 
receptor Bi na pata de rato.
A Figura 6 mostra que a injeção intraplantar de IL-ip (5 ng/pata) é
capaz de produzir um aumento tempo-dependente dos níveis de RNAm para o 
receptor Bi na pata de rato, quando avaliado em 30, 60 e 120 min, após o 
tratamento com esta citocina. Os resultados também demonstram que
expressão do receptor Bi, induzida pela injeção intraplantar de IL-1(3, foi
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Figura 1 -  Curva dose-resposta para os agonistas seletivos dos receptores B] 
para as cininas, des-Arg^-BK e des-Arg^^^-calidina (10 -  100 nmol/pata), em 
ratos pré-tratados com IL-lp (5 ng/pata, 60 min). Cada ponto representa a 
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Figura 2 -  Curva dose-resposta para os agonistas seletivos dos receptores Bj 
para as cininas, des-Arg^-BK e des-Arg^^^-calidina (1 -  100 nmol/pata), em 
ratos pré-tratados com TNFa (5 ng/pata, 30 min). Cada ponto representa a 
média de 6 experimentos e as barras verticais os e.p.m.
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Figura 3 -  Efeito tempo-dependente do tratamento com IL-1(3, TNFoc ou IL-6 
( 5 - 1 0  ng/pata) sobre o edema de pata causado pelo agonista seletivo de 
receptores B|, des-Arg^-BK (100 nmol/pata, 20 min) Cada coluna representa a 
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Figura 4 -  Efeito tempo-dependente do tratamento com IL-ip ou TNFa (5 
ng/pata) sobre o edema de pata causado pelo agonista seletivo de receptores 
B2, tirosina^-BK (3 nmol/pata, 20 min) Cada coluna representa a média de 4-6 
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Figura 5 - Curva dose-resposta para os efeitos da IL-1(3 (60 min ) e do TNFa 
(30 min) sobre o edema de pata causado pelo agonista seletivo de receptores 
B], des-Arg^-BK (100 nmol/pata). Cada ponto representa a média de 6 














15 30 60 120 360
T E M P O  APÓS A  IN J E Ç Ã O  D E  IL-1|3 (min)
Figura 6 - (A) Efeito tempo-dependente do tratamento com IL-1(3 (5 ng/pata) 
sobre o aumento do RNAm para os receptores Bi na pata de rato. l.PBS; 2. 
IL-ip 15 min; 3. IL-ip 30 min; 4. IL-1(3 60 min; 5. IL-1|3 120 min; 6. IL-1(3 
360 min. (B) Análise semi-quantitativa da expressão do RNAm para o 
receptor Bj; os valores representam a relação entre o sinal do receptor Bi e o 
sinal para a (3-actina. Cada coluna representa a média de 4 experimentos e as 
barras verticais os e.p.m.
3. Análise dos mecanismos envolvidos no edema de pata causado pela 
des-Arg^-BK em animais pré-tratados com IL-lp ou TNFa
0  edema de pata induzido pela des-Arg^-BK (100 nmol/pata) nos 
animais pré-tratados com IL-1(3 ou TNFoc foi inibido de forma dose- 
dependente pela co-injeção do antagonista seletivo dos receptores Bi, des- 
Arg^-NPC 17731 (1 -  30 nmol/pata). Os valores obtidos para a DI50 
(acompanhados do limite confiança) foram 4,1 (1,6 -  10,4) nmol/pata e 3,7 
(2,2 - 6,5) nmol/pata, nos animais pré-tratados com IL-ip ou TNFa, 
respectivamente (Figuras 7A e B). Entretanto, a co-injeção do antagonista 
seletivo dos receptores B2, Hoe 140 (10 nmol/pata, na mesma dose em que 
esse antagonista é capaz de inibir completamente o edema causado pelo
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agonista seletivo B2, a tirosina -BK), ele não foi capaz de interferir de 
maneira significativa com o edema induzido pela des-Arg^-BK, após o 
tratamento com IL-ip ou TNFa (resultados não apresentados).
O pré-tratamento dos animais com o inibidor não-seletivo das COXs- 1 
e 2, indometacina (2 mg/kg, i.p.; Figura 8), ou com os inibidores mais 
seletivos da COX-2 (Figura 9), o meloxicam (3 mg/kg, i.p.) e o NS 398 (500 
|lg/kg, i.p.), 1 h antes da injeção de IL-1(3 ou TNFa, foi capaz de inibir 
significativamente o edema de pata causado pela des-Arg^-BK. As inibições 
obtidas foram 40 ± 6 %, 69 ± 8 % e 57 ± 4 % nos animais pré-tratados com
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Figura 7 -  Efeito da co-injeção do antagonista seletivo dos receptores B], 
des-Arg^-NPC 17731 (1 -  30 nmol/pata) sobre o edema de pata causado pela 
injeção intraplantar de des-Arg^-BK (100 nmol/pata) em animais pré-tratados 
com IL-1(3 (5 ng/pata, 60 min; A) ou com TNFa (5 ng/pata, 30 min; B). Cada 
ponto representa a média de 6 experimentos e as barras verticais os e.p.m. 
**P<0,01.
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Figura 8 -  Efeito do tratamento sistêmico com indometacina (2 mg/kg, i.p., 
Ih) sobre o edema de pata causado pela injeção intraplantar de des-Arg^-BK 
(100 nmol/pata) em animais pré-tratados com IL-1|3 (5 ng/pata, 60 min; A) ou 
TNFa (5 ng/pata, 30 min; B). Cada ponto representa a média de 6 
experimentos e as barras verticais os e.p.m. **P<0,01.
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T E M P O  APÓ S A IN J E Ç Ã O  (min)
Figura 9 -  Efeito do tratamento sistêmico com os inibidores preferenciais da 
COX-2, meloxican (3 mg/kg, i.p., Ih) e NS 398 (500 |Lig/kg, i.p., Ih), sobre o 
edema de pata causado pela injeção intraplantar de des-Arg^-BK (100 
nmol/pata) em animais pré-tratados com IL-1(3 (5 ng/pata, 60 min; A e C) ou 
TNFa (5 ng/pata, 30 min; B e D). Cada ponto representa a média de 6 
experimentos e as barras verticais os e.p.m. **P<0,01.
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Os resultados mostrados nas Figuras 10 e 11 indicam que o edema de 
pata induzido pela des-Arg^-BK em ratos pré-tratados com IL-1(3 ou TNFa 
foi significativamente inibido pela co-injeção dos anticorpos anti-IL-ip, anti- 
TNFa e anti-IL-8 (50 - 100 ng/pata). As percentagens de inibição observadas 
foram 65 ± 3 %, 37 ± 3 % e 42 ± 4 % nos animais pré-tratados com IL-1(3; e 
39 ± 3 %, 64 ± 6 % e 25 ± 7 % nos animais pré-tratados com TNFa, 
respectivamente. Por outro lado, o aumento de volume da pata causado pela 
des-Arg^-BK, nos animais que receberam IL-1|3 ou TNFa, não foi alterado de 
forma significativa pela associação do anticorpo anti-IL-6 (50 - 100 ng/pata) 
(Figuras IIC  e D).
A resposta edematogênica à des-Arg^-BK, em animais tratados com IL- 
IP (Figuras 12A e B) ou TNFa (Figuras 12 C e D), também foi inibida pela 
co-injeção do antagonista natural do receptor de IL-1, IRA (100 jig/pata), ou 
pela citocina antiinflamatória, IL-10 (10 ng/pata). As inibições obtidas foram 
44 ± 3 e 42 ± 2 % nos animais que receberam IL-1(3; e 46 ± 5 % e 35 ± 5 % 
nos animais tratados com TNFa, respectivamente.
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Figura 10 -  Efeito da co-injeção dos anticorpos anti-IL-1 (3 e anti-TNFa sobre 
o edema de pata causado pela injeção intraplantar de des-Arg^-BK (100 
nmol/pata) em animais pré-tratados com IL-1(3 (5 ng/pata, 60 min; A e C) ou 
TNFa (5 ng/pata, 30 min; B e D). Cada ponto representa a média de 6 
experimentos e as barras verticais os e.p.m. **P<0,01.
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Figura 11 -  Efeito da co-injeção dos anticoq)os anti-IL-8 e anti-IL-6 sobre o 
edema de pata causado pela injeção intraplantar de des-Arg^-BK (100 
nmol/pata) em animais pré-tratados com IL-1(3 (5 ng/pata, 60 min; A e C) ou 
TNFcx (5 ng/pata, 30 min; B e D). Cada ponto representa a média de 6 
experimentos e as barras verticais os e.p.m. **P<0,01.
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TEM PO  APÓS A EVJEÇÃO  (min)
Figura 12 -  Efeito da co-injeção de IL-10 ou IRA sobre o edema de pata 
causado pela injeção intraplantar de des-Arg^-BK (100 nmol/pata) em animais 
pré-tratados com IL-lp (5 ng/pata, 60 min; A e C) ou TNFa (5 ng/pata, 30 
min; B e D). Cada ponto representa a média de 6 experimentos e as barras 
verticais os e.p.m. **P<0,01.
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Os resultados apresentados indicam que a co-injeção dos inibidores da 
PKC, estaurosporina (10 nmol/pata) e RO 318220 (30 nmol/pata), produziu 
inibição significativa da resposta edematogênica à des-Arg^-BK em ratos 
tratados com IL-ip (Figuras 13 A e C) ou com TNFa (Figuras 13 B e D). As 
inibições obtidas foram 4 4 ± 3 % e 5 3 ± 7 %  para o tratamento com IL-IP; e 
5 3 ± 7 % e 3 0 ± 3 %  para o tratamento com TNFa, respectivamente.
Os dados da Figura 14 demonstram que a co-injeção do inibidor da 
MAP-quinase, PD 98059 (30 nmol/pata), reduziu de forma significativa o 
aumento da resposta edematogênica mediada pelos receptores Bi em ratos 
tratados com IL-1(3 (39 ± 4 %) ou TNFa (35 ± 7 %). Além disso, os 
resultados também demonstram que o edema de pata induzido pela injeção 
intraplantar de des-Arg^-BK foi significativamente prevenido pelo tratamento 
sistêmico dos animais com o inibidor da tirosina-quinase, genisteína (2,5 
mg/kg, s.c., 30 min) (Figura 15). As inibições observadas foram 58 ± 3 % e 
31 ± 8 %, para a IL-ip e para o TNFa, respectivamente.
O edema de pata mediado pelos receptores B,, em ratos que receberam 
IL-ip ou TNFa, foi significativamente bloqueado pelo pré-tratamento com o 
inibidor de síntese protéica, a cicloheximida (1,5 mg/kg, s.c, 6 h) (Figuras 16 
A e B), ou com o glicocorticóide, dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., 4h) (Figuras 
16C e D). As percentagens de inibição observadas após o tratamento com
esses inibidores foram: 8 1 ± 5 % e 5 9 ± 3 %  para os animais que receberam 
IL-IP; e 7 8 ± 4 % e 4 3 ± 2 %  nos ratos pré-tratados com TNFoc, 
respectivamente.
Os resultados da Figura 17 demonstram que o tratamento sistêmico dos 
animais com os inibidores da ativação do fator de transcrição NF-kB, TLCK 
(2 mg/kg, i.p.) ou com PDTC (100 mg/kg, i.p.), ambos administrados 30 min 
antes da injeção das citocinas pró-inflamatórias, resultou em uma redução 
significativa do edema de pata causado pela des-Arg^-BK em ratos tratados 
com IL-1P ou TNFa. As percentagens de inibição obtidas foram 27 ± 4 % e 
83 ± 3 % para os ratos que receberam IL-1{3; e 28 ± 6 % e 80 ± 2 % para os 
animais tratados com TNFa, respectivamente.
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4. Análise do efeito de inibidores de quinases ou do fator nuclear NF-kB 
sobre as respostas mediadas pelos receptores B2 para as cininas
Os resultados da Tabela 1 demonstram que o tratamento dos animais 
com RO 318220 (30 nmol/pata), genisteína (2,5 mg/kg, s.c., 30 min) ou com 
TLCK (2 mg/kg, i.p., 30 min) não foi capaz de interferir de forma 
significativa com a resposta edematogênica causada pela BK (3 nmol/pata). 
Por outro lado, o tratamento com a estaurosporina (10 nmol/pata) ou com 
PDTC inibiu significativamente o edema de pata produzido pela injeção
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intraplantar de BK na pata de rato. As inibições observadas foram de 29 ± 8 
% e 24 ± 4 % para a estaurosporina e para o PDTC, respectivamente.
TEMPO APÓS A INJEÇÃO (min)
Figura 13 -  Efeito da co-injeção dos inibidores da proteína quinase C, 
estaurosporina ou RO 318220, sobre o edema de pata causado pela injeção 
intraplantar de des-Arg^-BK (100 nmol/pata) em animais pré-tratados com IL- 
ip  (5 ng/pata, 60 min; A e C) ou TNFa (5 ng/pata, 30 min; B e D). Cada 
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Figura 14 -  Efeito da co-injeção do inibidor da MAP-quinase, PD98059, 
sobre o edema de pata causado pela injeção intraplantar de des-Arg^-BK (100 
nmol/pata) em animais pré-tratados com IL-1(3 (5 ng/pata, 60 min; A) ou 
TNFa (5 ng/pata, 30 min; B). Cada ponto representa a média de 6 
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Figura 15 -  Efeito do tratamento sistêmico com o inibidor da tirosina- 
quinase, genisteína (2,5 mg/kg, s.c., 30 min), sobre o edema de pata causado 
pela injeção intraplantar de des-Arg^-BK (100 nmol/pata) em animais pré- 
tratados com IL-lp (5 ng/pata, 60 min; A) ou TNFa (5 ng/pata, 30 min; B). 
Cada ponto representa a média de 6 experimentos e as barras verticais os 
e.p.m. **P<0,01.
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Figura 16 -  Efeito do tratamento sistêmico com dexametasona (0,5 mg/kg,
S .C ., 4h) ou cicloheximida (1,5 mg/kg, s.c., 6h) sobre o edema de pata causado 
pela injeção intraplantar de des-Arg^-BK (100 nmol/pata) em animais pré- 
tratados com IL-1(3 (5 ng/pata, 60 min; A e C) ou TNFa (5 ng/pata, 30 min; B 
e D). Cada ponto representa a média de 6 experimentos e as barras verticais 
os e.p.m. **P<0,01.
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TEMPO APÓS A INJEÇÃO (min)
Figura 17 -  Efeito do tratamento sistêmico com os inibidores do fator nuclear 
NF-kB, TLCK (2 mg/kg, i.p., 30 min) ou PDTC (100 mg/kg, i.p., 30 min) 
sobre o edema de pata causado pela injeção intraplantar de des-Arg^-BK (100 
nmol/pata) em animais pré-tratados com IL-1(3 (5 ng/pata, 60 min; A e C) ou 
TNFa (5 ng/pata, 30 min; B e D). Cada ponto representa a média de 6 
experimentos e as barras verticais os e.p.m. **P<0,01.
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Tabela 1
Efeito do tratamento com várias classes de drogas sobre o edema de pata 
causado pela BK (3 nmol/pata)
Edema de pata (ml)"^
Controle (BK 3 nmol/pata) 0.40 ± 0.02
+ Estaurosporina (10 nmol/pata) 0.28 ±0.04**
+ RO 318220 (30 nmol/pata^) 0.38 ±0.04
+ PD 098059 (10 nmol/pata) 0.40 ± 0.03
+ Genisteína (2.5 mg/kg, s.c., 30 min) 0.44 ± 0.03
+ TLCK (2 mg/kg, i.p., 30 min) 0.37 ± 0.02
+ PDTC (100 mg/kg, i.p., 30 min) 0.30 ±0.02**
Cada grupo representa a média ± e.p.m de 4 a 6 experimentos. ^Edema de 
pata medido 20 min após a injeção de BK. Difere significativamente do 
controle **P<0.01
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5. Medida dos níveis de IL-1J3 e TNFa após o tratamento com IL-lp na 
pata de rato
Os resultados da Figura 18 indicam que o tratamento com IL-lp (5 
ng/pata, 30 min) foi capaz de induzir um aumento marcante dos níveis de IL- 
ip  e TNFa no tecido subcutâneo da pata de rato. Os níveis de IL-l^ e TNFa 
observados foram: 57 ± 5 e 8 ± 2 pg/mg de tecido nos animais pré-tratados 
com IL-lp; e 20 ± 3 e 0,3 ± 0,06 nos animais controle, respectivamente.
6. Efeito da injeção intraplantar de IL-ip sobre a ativação do fator de 
transcrição nuclear NF-kB na pata de rato
O ensaio de deslocamento em gel (EMSA) demonstrou que a injeção 
intraplantar de IL-1(3 (5 ng/pata, 30 min) foi capaz de induzir ativação 
expressiva do fator nuclear NF-kB na pata de rato (Figura 19A). Esses 
resultados também mostram que o tratamento dos animais com dexametasona 
ou com PDTC (nas mesmas doses em que inibiram o aumento do edema 
causado pela des-Arg^-BK) aboliu completamente a ativação do NF-kB 


























Figura 18 -  Aumento dos níveis de IL-ip (A) e TNFa (B) induzido pela IL- 
Ip (5 ng/pata, 30 min) na pata de rato. Cada coluna representa a média de 3 







Figura 19 -  Ativação do fator nuclear NF-kB induzida pela IL-ip (5 ng/pata, 
30 min) na pata de rato (A). Efeito do tratamento com dexametasona (0,5 
mg/kg, S .C ., 4 h) ou PDTC (100 mg/kg, i.p., 30 min) (B). 1. Células Hela; 2. 
PBS; 3. IL-ip 5 ng/pata; 4. competição específica; 5. competição 
inespecifica; 6. IL-ip 5 ng/pata; 7. dexametasona; 8. PDTC.
7. Influência da migração de neutrófílos sobre o aumento das respostas 
mediadas pelos receptores Bi após o tratamento com IL-ip
Os resultados da Figura 20 mostram que a injeção intraplantar de IL-1(3 
(1 e 5 ng/pata, 60 min) produziu migração intensa de neutrófilos, como 
indicado pelo aumento de 5 a 10 vezes na atividade da MPO, 
respectivamente. A injeção do agonista seletivo dos receptores B], a des-Arg^- 
BK (100 nmol/pata), não foi capaz de induzir aumento adicional da atividade 
da MPO em animais controle. Por outro lado, a des-Arg^-BK (100 nmol/pata) 
foi capaz de potencializar (em 38 ± 4 %) o aumento da atividade da MPO 
induzida pela injeção intraplantar de baixas doses de IL-1(3 (1 ng/pata, 60 
min). Este aumento foi inibido de forma significativa, quando os animais 
receberam o antagonista seletivo dos receptores Bi, des-Arg^[Leu^]-BK (100 
nmol/pata) em conjunto com a des-Arg^-BK. Neste grupo experimental, a 
percentagem de inibição obtida foi de 33 ± 6 %. Ao contrário do que foi 
observado em relação à injeção de IL-1|3 (1 ng/pata, 60 min), a des-Arg^-BK 
(100 nmol/pata, 20 min) não produziu qualquer aumento adicional da 
atividade da MPO, quando aplicada em animais que receberam IL-1(3 (5 
ng/pata, 60 min) (resultados não apresentados).
A co-injeção do antagonista de PAF, WEB 2086 (15 |ig/pata), inibiu de 
forma significativa (37 ± 5 %) o edema de pata causado pela des-Arg^-BK em 
ratos que receberam IL-1(3 (Figura 21 A). Por outro lado, a co-injeção do
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antagonista seletivo do receptor para o LTB4, CP 105696 (30 ^ig/pata, na dose 
em que esse composto foi capaz de inibir significativamente o edema causado 
pelo ácido araquidônico, 76 ± 12 %), não produziu inibição significativa do 
aumento de volume induzido pela des-Arg^-BK (Figura 21B). O edema de 
pata causado pela des-Arg^-BK, em ratos pré-tratados com IL-ip, foi ainda 
bloqueado pelo tratamento sistêmico com o inibidor de selectinas, fucoidina 
(10 mg/kg, i.v, 15 min) (43 ± 4 %), ou pelo anticorpo anti-CD18 (44 ± 4 %) 
(Figura 22).
Os resultados também demonstram que o tratamento prévio dos animais 
com o inibidor de selectinas, fucoidina (10 mg/kg, i.v.), 15 min antes, foi 
capaz de inibir de forma significativa (49 ± 5 %) o aumento do RNAm para o 
receptor B|, induzido pela injeção intraplantar de IL-1|3 (5 ng/pata, 60 min) 
(Figura 23).
Finalmente, os resultados do presente trabalho mostram que 0 aumento 
da atividade da MPO causado pela injeção de IL-1(3, foi significativamente 
inibido pelo tratamento com WEB 2086 (46 ± 9 %), fucoidina (68 ± 5 %) ou 
anti-CDlS (84 ± 3 %), mas não pelo tratamento com CP105696 (Figura 24). 
A redução do influxo de neutrófilos mediado pela IL-ip foi proporcional à 
inibição observada sobre a resposta edematogênica causada pela des-Arg^- 
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Figura 20 -  (A) Efeito da injeção intraplantar do agonista seletivo dos 
receptores B], des-Arg^-BK (100 nmol/pata, 20 min), ou de IL-ip (1 -5 
ng/pata, 60 min) sobre a atividade da mieloperoxidase (MPO) na pata de rato. 
(B) Efeito da co-injeção do antagonista seletivo dos receptores B] des-Arg^- 
[Leu*]-BK sobre a atividade da MPO. Cada coluna representa a média de 3 
experimentos e as barras verticais os e.p.m. Difere significativamente do 
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Figura 21 -  Efeito da co-injeção do antagonista de PAF, WEB 2086, ou do 
antagonista de receptores LTB4, CP 105696, sobre 0 edema de pata causado 
pela injeção intraplantar de des-Arg^-BK (100 nmol/pata) em animais pré- 
tratados com IL-1(3 (5 ng/pata, 60 min). Cada ponto representa a média de 6 
experimentos e as barras verticais os e.p.m. **P<0,01.
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Figura 22 -  Efeito do tratamento sistêmico com o inibidor de selectinas, 
fucoidina (10 mg/kg, e.v., 15 min), ou do anticorpo anti-CD-18 (1 mg/kg, 
e.v., 15 min) sobre o edema de pata causado pela injeção intraplantar de des- 
Arg^-BK (100 nmol/pata) em animais pré-tratados com IL-1(3 (5 ng/pata, 60 
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Figura 23 -  (A) Efeito do tratamento com fucoidina (10 mg/kg, e.v.) sobre o 
aumento dos níveis do RNAm para o receptor B] induzido pela IL-1|3 (5 
ng/pata, 60 min) na pata de rato. 1. PBS; 2. IL-1(3 (5 ng/pata); 3. Fucoidina . 
(B) Análise semi-quantitativa da expressão do RNAm para o receptor Bi; os 
valores representam a relação entre o sinal de (3-actina e o sinal para o 
receptor Bi. Cada coluna representa a média de 4 experimentos e as barras 
verticais os e.p.m. ** P < 0.01.
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Figura 24 -  Efeito do tratamento com vários inibidores da migração celular 
sobre o aumento da atividade da mieloperoxidase (MPO) induzida pela IL-113 
(5 ng/pata, 60 min) na pata de rato. Cada coluna representa a média de 3 
experimentos e as barras verticais os e.p.m. *P<0,05; **P<0,01.
DISCUSSÃO
Desde sua descoberta, várias evidências têm sugerido que a BK e as 
demais cininas são importantes mediadores do processo inflamatório, sendo 
rapidamente produzidas após danos teciduais ou estímulos estressores (Blais 
et al., 2000). Estas evidências são principalmente baseadas em estudos 
utilizando agonistas e antagonistas seletivos dos receptores B| e B2, que 
indicam o envolvimento do sistema de cininas durante alterações 
inflamatórias de caráter agudo ou crônico. Sua participação tem sido 
implicada na gênese da artrite reumatóide, da pancreatite, em desordens do 
trato urinário e respiratório, além de participarem dos eventos relacionados 
com a rinite e a alergia (Steranka et al., 1988; Hall e Morton, 1997; Calixto et 
al., 2000). Assim, as cininas podem evocar vários sinais inflamatórios diretos, 
incluindo o aumento da permeabilidade vascular, vasodilação arteriolar, 
formação de edema, migração de células, dor e hiperalgesia (Hall e Morton, 
1997; Calixto et al., 2000). As ações das cininas estão ainda relacionadas com 
a inflamação neurogênica, através da estimulação de fibras aferentes sensorias 
e da liberação de neuropeptídeos como a substância P e o CGRP (Geppetti, 
1993; Campos e Calixto, 2000). Os efeitos pró-inflamatórios das cininas 
podem compreender, ainda, mecanismos independentes da interação com 
receptores, provavelmente através da liberação de histamina e serotonina, a 
partir da degranulação de mastócitos (Hall e Morton, 1997; Pinheiro et al., 
2001). Além disso, tem sido demonstrado que as cininas podem induzir a
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liberação de citocinas e prostanóides (Burch e Tiffany, 1989; Tiffany e Burch, 
1989; Ferreira et al., 1993), um efeito que pode ser potencializado pela IL-1(3 
em fibroblastos sinoviais e gengivais humanos (Bathon et al., 1992; Nakao et 
al., 2001), ou pela IL-1(3 e pelo TNFa em fibroblastos 3T3 (Burch et al, 1988; 
1989a;b). A IL-ip é capaz, também, de potencializar outras respostas das 
cininas, incluindo a mobilização de cálcio e a hidrólise de fosfatidilinositóis 
em células da musculatura lisa traqueal de cães (Yang et al., 2001). Assim, 
tem sido sugerida a ocorrência de uma interação sinergística entre as cininas e 
citocinas, particularmente através da ativação de receptores B], na vigência de 
estímulos pró-inflamatórios.
Os receptores B] não são expressos normalmente, mas sua indução 
pode ser observada em diversas situações de estresse, incluindo o choque 
séptico e os processos inflamatórios. A indução dos receptores Bi tem sido 
descrita em várias preparações de musculatura lisa, em resposta ao dano 
tecidual produzido pela incubação in vitro, ou ainda pela adição de várias 
substâncias, como citocinas e produtos bacterianos (Marceau et al., 1998; 
Sardi et al., 2000). O LPS é um polímero de bactérias gram-negativas, capaz 
de ativar vários sistemas efetores e modular a expressão gênica em diversos 
tipos celulares, sendo um potente indutor da síntese de citocinas em leucócitos 
e em outras células da resposta imune (Libby et al., 1986). Tem sido 
largamente demonstrado que o tratamento com LPS é capaz de induzir um 
aumento marcante das respostas mediadas pelos receptores B] em tecidos
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vasculares de coelhos. O LPS também apresenta um efeito semelhante sobre 
os receptores B], quando avaliado em vários modelos in vivo (Marceau, 1995; 
1997). Além disso, a maior parte dos efeitos produzidos pelo LPS pode ser 
mimetizada por citocinas pró-inflamatórias, particularmente pela IL-1(3 
(DeBlois et al., 1991; Marceau, 1995). Estudos recentes destacam, ainda, que 
as citocinas pró-inflamatórias são capazes de regular a expressão dos 
receptores cininérgicos, em especial dos receptores Bi, através de 
mecanismos complexos de sinalização, envolvendo a ativação de quinases 
específicas e fatores transcripcionais (Larrivée et al., 1998; Phagoo et al., 
2000; Calixto et al., 2000). Deste modo, o processo de indução dos receptores 
B| parece envolver mecanismos complexos de regulação, dependentes da 
produção de citocinas pró-inflamatórias (para maiores detalhes, ver Quadro 
1).
Estudos anteriores mostraram que a dessensibilização induzida por 
injeções repetidas de BK ou tirosina®-BK (Campos e Calixto, 1995; Campos 
et al., 1995), o tratamento sistêmico dos animais com LPS (Campos et 
al.,1996) ou com BCG (Campos et al., 1997), a remoção cirúrgica das 
glândulas adrenais (Cabrini et al., 2001), ou ainda, a indução de diabetes do 
tipo I por estreptozotocina (Campos et al., 2001) são estímulos capazes de 
produzir um aumento expressivo das respostas edematogênicas, mediadas 
pelos agonistas dos receptores Bi na pata de rato. Na maior parte destes 
modelos, a indução funcional dos receptores B | é significativamente inibida
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pelo tratamento prévio com o glicocorticóide dexametasona, ou ainda pelo 
inibidor de síntese protéica, cicloheximida. Assim, é possível sugerir que o 
aumento do edema de pata causado por agonistas seletivos dos receptores Bi 
esteja relacionado com o aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias. 
De fato, os resultados descritos no presente estudo, demonstram que da 
mesma forma que outros estímulos, a injeção intraplantar de IL-ip ou de 
TNFa é capaz de produzir um aumento marcante das respostas 
edematogênicas causadas pela injeção de des-Arg^-BK ou de des-Arg'°- 
calidina. Além disso, os dados apresentados também demonstram, que o 
aumento dos receptores B j induzido por estas duas citocinas, é um fenômeno 
bastante rápido e tempo-dependente. Estas conclusões são sustentadas tanto 
por evidências funcionais, que indicam um aumento tempo-resposta do edema 
de pata causado pela des-Arg^-BK, quanto por evidências moleculares, que 
demonstram a expressão rápida dos receptores B] (máxima em 60 min), após 
a injeção de IL-1 (3 na pata de rato.
O aumento das respostas mediadas pelos receptores B| foi proporcional 
às doses de IL-1(3 e TNFa utilizadas. Estes resultados confirmam a idéia de 
que a produção de citocinas pró-inflamatórias está diretamente relacionada 
com a expressão dos receptores Bi (ver, para revisão: Marceau et al., 1998). 
Desta forma, a liberação de citocinas a partir de grupos celulares específicos 
(como macrófagos e células endoteliais), após inflamação ou trauma tecidual,
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poderia ser responsável pelo aumento da expressão de receptores B,, 
promovendo, assim, a manutenção do processo inflamatório. Os efeitos da IL- 
Ip e do TNFa também parecem envolver alterações sistêmicas, uma vez que 
a injeção destas citocinas produziu aumento (embora de menor intensidade) 
da resposta edematogênica causada pela des-Arg^-BK, quando injetada na 
pata contralateral.
Ao contrário do que foi observado para a IL-1(3 e para o TNFa, a 
injeção intraplantar de IL-6 não foi capaz de induzir aumento das respostas 
relacionadas aos receptores B] para as cininas. Esses dados podem indicar a 
existência de mecanismos de sinalização intracelulares ou respostas temporais 
distintas para estas citocinas. Dados da literatura demonstram que a injeção de 
IL-6 é capaz de produzir um aumento marcante da resposta hiperalgésica 
causada por agonistas dos receptores B] na pata de rato (Davis et al., 1994). A 
razão destas diferenças pode estar relacionada com os parâmetros avaliados
A
em cada modelo. E possível que as respostas dolorosas e inflamatórias que 
envolvem a ativação dos receptores Bi sejam reguladas por vias distintas. 
Ademais, várias evidências têm demonstrado papéis paradoxais para a IL-6. 
Em alguns modelos, esta citocina pode apresentar efeitos pró-inflamatórios 
(Ferreira et al., 1993), enquanto em outros, pode estar relacionada com a 
inibição de vários componentes da resposta inflamatória (Schindler et al., 
1990; Frõde et al., 2001).
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Diversos estudos in vivo e in vitro sugerem que a IL-ip exerce um 
papel fundamental no processo de indução dos receptores B]. Assim, a 
indução da expressão, associada com o aumento funcional dos receptores B | 
após o tratamento com IL-1|3, tem sido demonstrada na cultura de macrófagos 
alveolares de camundongo (Tsukagoshi et al., 1999), durante o choque 
endotoxêmico em ratos (McLean et al., 1999), no leito mesentérico de 
camundongos (McLean et al., 2000b) ou, ainda, em vários tecidos de ratos 
adrenalectomizados (Cabrini et al., 2001). Nossos resultados estendem estas 
evidências, e indicam que a injeção intraplantar de IL-1(3 é capaz de produzir 
um aumento expressivo da resposta edematogênica mediada pelos receptores 
B|, acompanhado de um aumento dos níveis de RNAm deste receptor na pata 
de rato. Os resultados funcionais apresentam algumas diferenças relevantes 
quando comparados aos dados de expressão do receptor: as respostas 
funcionais já são observadas depois de 15 min da injeção de IL-ip, enquanto 
que o sinal para o receptor Bi foi observado apenas em 30 min. Estas 
diferenças podem estar relacionadas com a ausência do agonista seletivo dos 
receptores Bi, a des-Arg®-BK, nos experimentos de expressão do receptor. 
Talvez, parte do aumento das respostas funcionais seja decorrente de um 
efeito sinergístico (envolvendo mecanismos pós-tranducionais), entre a IL-ip 
e a des-Arg^-BK. Além disso, outros mecanismos, incluindo a autoregulação 
dos receptores Bi (Schanstra et al., 1998; Phagoo et al., 2001), podem estar
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envolvidos com essas respostas, mas experimentos adicionais seriam 
necessários para esclarecer tais pontos.
Os efeitos do TNFa sobre a indução dos receptores Bi, não foram ainda 
tão estudados quanto aqueles produzidos pela IL-1(3. Uma vez que estas duas 
citocinas possuem papéis relacionados, e parecem ser produzidas pelos 
mesmos estímulos, é possível inferir que o TNFa seja capaz de modular a 
expressão dos receptores Bi, nos mesmos sistemas que a IL-lp. De fato, os 
resultados do presente estudo demonstram que a injeção intraplantar de TNFa 
produziu um aumento expressivo da resposta edematogênica mediada pelos 
receptores Bj. Desta forma, os resultados sugerem que, embora com menor 
intensidade do que a IL-ip, o TNFa também é capaz de modular a indução 
dos receptores B], pelo menos no modelo do edema de pata de rato. Estes 
resultados contrastam com evidências in vitro, que indicam que a incubação 
de TNFa recombinante humano não causa indução dos receptores B] na aorta 
de coelho (DeBlois et al., 1988). Outros resultados in vivo também mostram 
que o TNFa, ao contrário da IL-|3, não produz aumento das respostas 
hiperalgésicas causadas por agonistas Bi na pata de rato (Davis e Perkins, 
1994; Davis et a l, 1994). Por outro lado, os resultados do presente estudo são 
reforçados por dados recentes, que indicam que o TNFa é capaz de induzir a 
expressão dos receptores Bj, quando testado em células de musculatura lisa 
vascular (Ni et al., 1998a) ou em fibroblastos de pulmão humano (Phagoo et
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al., 1997; 2000). Além disso, confirmam outras evidências in vitro, que 
sugerem que o TNFa e a IL-lp induzem aumento rápido (máximo em 2 h) da 
expressão do RNAm para o receptor Bj em células embrionárias de pulmão 
humano (Haddad et al., 2000).
Ao contrário do que foi observado em relação aos receptores Bi, a 
resposta edematogênica causada pela injeção intraplantar do agonista seletivo
n
dos receptores B2, a tirosina -BK, não foi alterada pelo tratamento prévio com 
IL-1 (3 ou com TNFa. Estes resultados estão de acordo com as evidências que 
demonstram que o aumento do edema de pata mediado pelos receptores Bi, 
em ratos tratados com BCG ou em animais adrenalectomizados 7 dias antes 
(Cabrini et al., 2001), não está relacionado com alterações das respostas que 
envolvem a ativação dos receptores B2 (Campos et al. 1997). No entanto, 
existem diversas evidências que sugerem que o aumento dos receptores B] 
pode ser dependente de uma redução dos receptores B2. Em trabalhos 
anteriores (Campos e Calixto, 1995, Campos et al., 1995; 1996; 2001), foi 
demonstrado que o aumento da resposta edematogênica causada por agonistas 
seletivos do receptor B] estava associado a uma redução do edema induzido 
por agonistas B2, quando o edema foi avaliado após a dessensibilização dos 
receptores B2 (Campos e Calixto, 1995; Campos et al., 1995), depois do 
tratamento sub-agudo com LPS (Campos et al., 1996), ou após a indução de 
diabetes através do tratamento com estreptozotocina (Campos et al., 2001). 
De fato, evidências recentes (Phagoo et al., 1999; 2000) destacam a
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ocorrência de um balanço entre as populações de receptores Bi e B2, 
coordenada pela produção de citocinas pró-inflamatórias. Os receptores B2 
seriam responsáveis por iniciar os eventos relacionados com 0 processo 
inflamatório, enquanto que a indução e a ativação dos receptores B, 
permitiriam a perpetuação da resposta inflamatória. Estas sugestões estão 
baseadas em resultados que demonstram que a estimulação dos receptores B2 
pode ativar vias de transdução de sinal envolvidas no processo de indução dos 
receptores Bj (McLean et al., 2000a). Assim, a ativação dos receptores B2 
pode resultar na fosforilação de algumas classes de quinases, incluindo a 
tirosina-quinase, MAP-quinase, proteína ribossomal S6 quinase ou 
fosfatidilinositol-3-quinase (Pyne et al., 1997; Pan et al., 1999; Ritchie et al.,
1999). Também tem sido demonstrado que a estimulação dos receptores B2 
pode resultar no aumento da produção de citocinas (como a IL-6 e a IL-8) em 
fibroblastos de gengiva ou de pulmão humano (Hayashi et al., 1998; Modéer 
et al., 1998). Da mesma forma, foi demonstrado que a BK (via receptores B2) 
é capaz de induzir a ativação do fator de transcrição NF-kB o u  de induzir a 
expressão do gene da IL-1(3 em células epiteliais humanas (Pan et al., 1999). 
É importante salientar que não há evidências definitivas que indiquem que a 
IL-ip possa ser responsável pela redução dos receptores B2 durante o 
processo inflamatório (Phagoo et al., 1999). Tem sido demonstrado que a IL- 
1(3 pode regular a expressão dos receptores B2 in vitro, mas as alterações
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observadas são pequenas e, geralmente, associadas com o aumento destes 
receptores (Schmidlin et al., 1998). Em relação aos resultados do presente 
estudo, é possível que o tempo de tratamento, bem como as doses utilizadas 
para as citocinas IL-lp e TNFa, não tenham sido suficientes para produzir 
alterações das respostas edematogênicas que envolvem a ativação dos 
receptores B2. Desta forma, outros estudos, conduzidos com protocolos de 
tratamento distintos, seriam necessários para esclarecer a modulação destas 
respostas, no modelo de edema de pata, em ratos pré-tratados com citocinas 
pró-inflamatórias.
A formação de edema causada pela injeção intraplantar do agonista 
seletivo dos receptores Bj, a des-Arg^-BK, em ratos pré-tratados com IL-1(3 
ou com TNFa, foi inibida de forma dose-dependente pela co-injeção do 
antagonista seletivo dos receptores B], des-Arg^-NPC 17731, mas não pelo 
antagonista seletivo dos receptores B2, Hoe 140. Os resultados obtidos 
indicam, portanto, que a resposta edematogênica à des-Arg^-BK, nos animais 
pré-tratados com IL-1|3, envolve a ativação dos receptores Bi, mas não dos 
receptores B2 para as cininas. Outros resultados semelhantes foram obtidos 
quando o aumento dos receptores B| foi induzido pelo tratamento com LPS 
ou BCG (Campos et al., 1996; 1997) ou, ainda, após 7 dias da remoção 
cirúrgica das glândulas adrenais (Cabrini et al., 2001).
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Os resultados do presente estudo sugerem que a formação de produtos 
derivados do ácido araquidônico pode estar implicada no aumento das 
respostas mediadas pelos receptores B i, na pata de ratos pré-tratados com IL- 
1P ou com TNFa. De acordo com os dados da literatura, o envolvimento de 
prostanóides na indução dos receptores Bi pode ser variável. A indometacina 
não exerce qualquer efeito sobre o aumento das respostas mediadas pelos 
receptores B| em preparações de aorta de coelho (Levesque et al., 1995), no 
fundo de estômago de rato (Cabrini et al., 1996) ou na veia umbilical humana 
(Sardi et al., 1997). Por outro lado, o envolvimento de produtos do ácido 
araquidônico foi demonstrado na artéria coronária suína (Beny et al., 1987), 
na veia porta de rato (Campos e Calixto, 1994) ou na artéria renal de cão 
(Rhaleb et al., 1989). A participação de metabólitos da COX, na resposta à 
des-Arg^-BK, também foi descrita no modelo do edema de pata em ratos 
tratados com LPS ou com BCG (Campos et al., 1996; Campos et al., 1997). 
Contudo, é importante salientar que a IL-1 (3 e o TNFa são capazes de induzir 
a expressão da COX-2 em vários sistemas celulares (Fiebich et al., 2000; 
Nakao et al., 2000), através de mecanismos semelhantes àqueles envolvidos 
na indução dos receptores Bj. E possível que a injeção destas citocinas na pata 
de rato seja capaz de induzir a expressão de várias moléculas, incluindo a 
COX-2. Em conjunto, estes resultados permitem sugerir, que alguns dos 
efeitos antiinflamatórios observados com inibidores da COX-1 e 2 estejam
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relacionados, pelo menos em parte, com a inibição parcial de respostas que 
envolvem a ativação dos receptores B] das cininas.
A resposta imune é regulada por mecanismos complexos, incluindo a 
produção de diversos componentes. Dentre estes elementos, estão as citocinas 
com ação antiinflamatória, que funcionam como substâncias reguladoras 
durante reações inflamatórias intensas e/ou prolongadas (Opal e Depalo,
2000). É possível inferir que a indução in vivo dos receptores B], através de 
estímulos que promovem a liberação de citocinas pró-inflamatórias, possa ser 
regulada pela produção secundária de citocinas antiinflamatórias. Os 
resultados do presente estudo sugerem que a indução funcional dos receptores 
Bi, após o tratamento dos animais com 1L-1(3 ou TNFa, parece ser 
dependente da produção secundária de outras citocinas, uma vez que o edema 
de pata causado pela des-Arg^-BK foi significativamente reduzido pela 
associação de anticorpos para citocinas pró-inflamatórias. As evidências 
funcionais foram ainda reforçadas pelos dados que indicam que a injeção 
intraplantar de IL-1 é capaz de produzir um aumento marcante dos níveis de 
IL-lp e de TNFa na pata de rato. Estes resultados estão de acordo com 
outras evidências que mostram que o aumento dos receptores B i depende da 
produção local (autrócrina ou parácrina) de várias citocinas (Marceau, 1995; 
1997; Marceau et al., 1998; Ahluwalia e Perretti, 1999). A expressão dos 
receptores Bj, induzida pela IL-8 em fibroblastos de pulmão humano, é 
expressivamente reduzida pelo anticorpo anti-IL-l(3 (Bastian et a l, 1998).
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Além disso, foi demonstrado que o aumento das respostas mediadas pelos 
receptores Bi, após a injeção intra-articular de IL-1, IL-6 e IL-8, em um 
modelo de hiperalgesia em ratos, é expressivamente inibido pela co-injeção 
do IRA, o que sugere que parte desse efeito seja mediada pela produção de 
IL-1 (Davis e Perkins, 1994). O IRA é uma substância de ocorrência natural, 
que se liga aos receptores IL-1 com a mesma afinidade que a IL-1 (3, embora 
não seja capaz de ativar qualquer sistema de transdução de sinal, funcionando, 
assim, como um antagonista competitivo destes receptores (Granowtiz et al., 
1991; Dinarello, 2000b). Os resultados do presente estudo confirmam e 
estendem estas evidências e mostram que o aumento das respostas mediadas 
pelos receptores Bi na pata de rato, após o tratamento com IL-lp, depende da 
síntese de outras citocinas pró-inflamatórias, incluindo TNFa, IL-8 e a 
própria IL-ip. Os dados apresentados também estão de acordo com as 
indicações que mostram que a IL-10 é capaz de reduzir a expressão de 
citocinas pró-inflamatórias (especialmente IL-1 (3 e TNFa) (Firestein e 
Zavaifler, 1997; Nikolaus et al., 1998; McCafferty et al., 2000), de bloquear a 
resposta hiperalgésica induzida pela IL-ip e pelo TNFa na pata de rato 
(Poole et al., 1995), bem como, de inibir a ativação do fator de transcrição 
NF-kB, após a estimulação com LPS (Clarke et al., 1998).
Tem sido sugerido que as ações das citocinas são dependentes da 
interação com vias de sinalização responsáveis pela estimulação de quinases
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específicas (Sridhar et al., 200). Além disso, o processo de indução dos 
receptores B] tem sido relacionado com a ativação de algumas classes de 
quinases. Desta forma, foi demonstrado que o aumento espontâneo ou 
induzido por IL-1(3, da expressão dos receptores B| na aorta isolada de 
coelho, é bloqueado pelos inibidores de MAP-quinases, PD 98059 (inibidor 
de MAP-quinases ativadas por sinais extracelulares, p42/44) ou SB 203590 
(inibidor da MAP-quinase p38) (Larrivée et al., 1998). Os mesmos autores 
mostraram que anéis de aorta isolada de coelho apresentam altos níveis de 
atividade para MAP-quinase, sendo que esta atividade pode ser aumentada 
pela incubação de IL-1(3 ou de fatores de crescimento (Larrivée et al., 1998). 
De fato, a ativação de MAP-quinases ocorre em resposta a vários estímulos 
conhecidos por induzir o aumento dos receptores B], incluindo citocinas pró- 
inflamatórias, danos químicos ou térmicos e produtos bacterianos (Paul et al., 
1997). Além disso, as MAP-quinases parecem ser importantes na ativação de 
vias de sinalização, assim como de fatores de transcrição, responsáveis pela 
síntese de componentes do processo inflamatório (Larrivée et 1., 1998; 
Yamakawa et al., 1998). Esta classe de proteínas compreende pelo menos 3 
famílias de quinases, ativadas pela dupla fosforilação de resíduos de treonina 
e tirosina, em resposta a muitos sinais extracelulares (Whitmarsh e Davis, 
1996; Rao, 2001). Recentemente, a participação das MAP-quinases p42/44 e 
p38 foi demonstrada no modelo de indução dos receptores B i causada por 
estresse térmico, em células da musculatura lisa vascular de ratos (Lagneux et
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al., 2001). Além disso, tem sido ressaltado que a ativação de algumas MAP- 
quinases, especialmente a p38, pode ser responsável pela regulação da síntese 
de citocinas em vários níveis de expressão (Han e Ulevitch, 1999). Os dados 
do presente estudo confirmam e estendem estas evidências e demonstram que 
o aumento das respostas mediadas pelos receptores Bj in vivo, após o 
tratamento dos animais com IL-1(3 ou TNFa, foi prevenido pela co-injeção do 
inibidor seletivo da MAP-quinase p42/44, o PD98059.
A resposta edematogênica causada pelo agonista seletivo dos receptores 
Bi, des-Arg^-BK, em ratos pré-tratados com as citocinas pró-inflamatórias IL- 
1(3 e TNFa, parece envolver a ativação da tirosina-quinase. Estas conclusões 
são baseadas nos resultados que indicam que o edema de pata à des-Arg^-BK, 
foi significativamente bloqueado pelo tratamento com o inibidor da tirosina- 
quinase, a genisteína. Estes resultados, estão em conformidade com outras 
evidências da literatura, que apontam o envolvimento da tirosina-quinase no 
processo de indução dos receptores Bi in vitro. Foi demonstrado que a 
incubação de genisteína foi capaz de prevenir o aumento tempo-dependente 
da resposta contrátil produzida pela des-Arg^-BK, em preparações de aorta de 
coelho (Larrivée et al., 1998; Medeiros et al., 2001). Além disso, dados mais 
recentes (Phagoo et al., 2001) indicam que a incubação de genisteína inibe, de 
forma marcante, a expressão do receptor B], induzida pela IL-1(3 ou pelo 
próprio agonista Bi, a des-Arg’°-calidina, em fibroblastos de pulmão humano.
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A ativação da PKC está diretamente associada com alterações 
funcionais e morfológicas de células endoteliais, sendo responsável por 
alguns efeitos de mediadores da inflamação, tais como, BK e TNFa (Ross e 
Joyner, 1997). Deste modo, a PKC parece estar envolvida na ativação 
seqüencial de MAP-quinases após o tratamento com BK (Lal et al., 1998). Os 
resultados do presente estudo estendem as evidências da literatura e sugerem 
que a ativação da proteína quinase C está diretamente relacionada com a 
indução funcional dos receptores B i, após o tratamento com IL-1 (3 ou TNFa 
na pata de rato. Esses resultados confirmam as evidências obtidas in vitro, 
indicando que o tratamento de fibroblastos de pulmão humano, com o inibidor 
seletivo da PKC, o GF 109203, previne a expressão do receptor Bi induzida 
pela des-Arg^°-calidina (Schanstra et al., 1998). Além disso, inibição 
semelhante da indução dos receptores B] foi observada com a estaurosporina 
e com o RO 318220 na aorta isolada de coelho (Medeiros et al., 2001).
Vários estudos, tanto in vivo quanto in vitro, indicam que as citocinas 
pró-inflamatórias, notadamente a IL-1(3, exercem um papel fundamental no 
aumento das respostas funcionais mediadas pelos receptores B| (De Blois et 
al., 1988; 1991; Perkins et al., 1995; McLean et al., 2000a). Além disso, tem 
sido demonstrado que o tratamento com agentes como o dipeptídeo murâmico 
(Bouthilüer et al., 1987), o adjuvante de Freund (Perkins et al., 1993), o LPS 
(Campos et al., 1996) ou o BCG (Campos et al, 1997) são capazes de induzir 
o aumento dos efeitos mediados por estes receptores. A resposta a todos estes
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estímulos inflamatórios é sensível ao tratamento com inibidores da síntese 
protéica ou com glicocorticóides. Assim, a resposta edematogênica causada 
pelo agonista dos receptores Bi, a des-Arg^-BK, em ratos tratados com IL-1{3 
ou TNFa, foi praticamente abolida pelo tratamento com dexametasona ou 
com cicloheximida. Esta resposta inibitória marcante pode estar relacionada 
com a interferência destes bloqueadores em diversos níveis do processo de 
indução dos receptores Bi. Os principais efeitos dos glicocorticóides estão 
associados com sua capacidade de influenciar a expressão gênica em todos os 
níveis de regulação conhecidos. Por causa de sua lipofilicidade, os 
glicocorticóides se difundem através da membrana plasmática e se ligam a 
receptores nucleares específicos (GR). Estes receptores estão localizados no 
citoplasma formando complexos com várias proteínas, incluindo as heat 
shock proteins. Depois da ligação do agonista, os receptores sofrem alterações 
conformacionais, que resultam na mudança do estado de fosforilação do 
receptor, permitindo a passagem para o núcleo e a ligação com seqüências 
específicas no DNA. Estas seqüências são chamadas de elementos 
responsivos e podem estimular ou inibir a transcrição de diversos genes, 
particularmente aqueles que levam à expressão de moléculas envolvidas no 
processo inflamatório. As ações dos elementos responsivos são mediadas, em 
parte, pela interação com fatores de transcrição específicos, incluindo AP-1 e 
NF-kB. Além disso, os efeitos dos glicocorticóides não estão limitados à 
regulação da transcrição. No nível pós-transcripcional, os glicocorticóides
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podem aumentar ou reduzir a estabilidade do RNAm, bem como, alterar 
processos translacionais, através da ligação com proteínas regulatórias 
específicas (Sternberg, 2001). Desta forma, os efeitos dos glicocorticóides 
sobre a expressão dos receptores B] podem estar relacionados com a redução 
de sua síntese ou da síntese de citocinas pró-inflamatórias, através da inibição 
do fator de transcrição NF-kB (Donaldson et al., 1997; Marceau et al, 1998; 
Blais et al., 2000). Além disso, dados recentes (Haddad et al., 2001) sugerem 
que as ações da dexametasona sobre o aumento dos receptores B], induzido 
pela IL-1(3 ou TNFa, em fibroblastos de pulmão humano, podem envolver 
alterações na taxa de transcrição do gene para o receptor Bi, decréscimo na 
degradação do RNAm ou, ainda, aumento na estabilidade do RNAm deste 
receptor, provavelmente via inibição da MAP-quinase p38 (Lasa et al., 2001). 
E possível inferir que um ou mais destes processos estejam associaados com 
os efeitos inibitórios da dexametasona sobre o aumento do edema causado 
pela ativação dos receptores Bi na pata de rato.
Acredita-se que as vias que controlam a produção autócrina/parácrina 
de citocinas e de fatores de crescimento são capazes de manter a ativação de 
células do sistema imune, perpetuando, assim, a resposta inflamatória. 
Existem evidências substanciais de que a ativação persistente do fator NF-kB 
pode estar envolvida na manutenção de muitas doenças inflamatórias 
crônicas, incluindo, entre outras, a artrite, asma, colite ulcerativa e 
aterosclerose (Makarov, 2000). O NF-kB controla a expressão das citocinas
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IL-lp e TNFa, que, por sua vez, são potentes ativadores do NF-kB, através 
de sinais produzidos pela interação com seus receptores (Rothwarf e Karin, 
1999). Tem sido demonstrado que a administração de inibidores seletivos do 
NF-kB é capaz de bloquear a expressão de IL-ip e TNFa em vários modelos 
animais de inflamação crônica (Tak e Firestein, 2001). O envolvimento da via 
de ativação do NF-kB também tem sido implicada no controle da expressão 
de moléculas de adesão, quimiocinas, além de outras citocinas (Baldwin Jr, 
2001; Tak e Fisrestein, 2001).
Alguns estudos in vitro têm sugerido o envolvimento do fator nuclear 
NF-kB no processo de indução dos receptores B] (para maiores detalhes, ver 
Quadro 1). Deste modo, foi demonstrado que o aumento da expressão dos 
receptores Bi, induzido pela IL-1(3, em fibroblastos de pulmão humano, é 
modulado ao nível transcripcional e mediado pela ativação do NF-kB 
(Schanstra et al., 1998). Além disso, tem sido indicada a presença de sítios de 
ligação para o NF-kB na região promotora do receptor B] (Ni et al., 1998a). 
Várias evidências têm também demonstrado que a ativação do fator nuclear 
NF-kB constitui uma das principais vias de sinalização ativadas por citocinas 
pró-inflamatórias (ver, para revisão: Dinarello, 2000a). Com base nesses 
resultados, pode-se sugerir, portanto, que a indução dos receptores B], pela 
IL-lp ou pelo TNFa in vivo é acompanhada pela ativação do fator de 
transcrição NF-kB. Nosso resultados reforçam estas sugestões e indicam que
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o aumento funcional dos receptores Bj, em animais pré-tratados com IL-1(3 ou 
TNFa, pode ser bloqueado pelo tratamento sistêmico com o antioxidante, 
PDTC, ou ainda pelo inibidor do sistema de proteasomas, TLCK. Resultados 
adicionais e mais conclusivos, foram obtidos quando foi utilizado o ensaio de 
mobilidade eletroforética (EMSA), confirmando os estudos in vivo e 
demonstrando que a injeção intraplantar de IL -ip  é capaz de induzir a 
ativação do fator de transcrição NF-kB na pata de rato, uma resposta que foi 
bloqueada pelo tratamento com PDTC ou com dexametasona. Estes 
resultados reforçam outras evidências anteriores, que apontam que o aumento 
das respostas edematogênicas mediadas pelos receptores Bj, em ratos 
adrenalectomizados, é acompanhado pela ativação do NF-kB em diversos 
tecidos, incluindo o tecido subcutâneo da pata de rato (Cabrini et al., 2001). O 
envolvimento do fator NF-kB, na indução dos receptores Bi, também foi 
evidenciado em preparações de aorta, obtidas de coelhos tratados com PDTC 
in vivo (Medeiros et al., 2001). É importante destacar que a mesma dose de 
PDTC utilizada no presente estudo foi capaz de inibir, de forma marcante e 
seletiva (sem interferir com a estimulação de outros fatores de trancrição), a 
ativação do NF-kB, bem como a expressão de TNFa, COX-2 e de moléculas 
de adesão, após o tratamento sistêmico com LPS em ratos (Liu et al., 1999).
Os resultados do presente trabalho sugerem também que a redução das 
respostas causadas pela des-Arg^-BK é resultante da inibição do processo de
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indução dos receptores B]. Esta conclusão está baseada nos dados que 
demonstram que a maior parte dos bloqueadores testados não foi capaz de 
interferir com a resposta edematogênica causada pela BK na pata de rato. 
Dentre os inibidores analisados, apenas o PDTC e a estaurosporina 
produziram alteração do edema de pata mediado pelos receptores B2. Estas 
evidências estão de acordo com dados da literatura, que mostram que a 
ativação da PKC e do NF-kB podem constituir vias importantes de transdução 
de sinal para os receptores B2 (Calixto et al., 2000). Portanto, é possível que 
parte dos efeitos destes inibidores sobre o edema causado pela des-Arg^-BK 
seja decorrente da interferência com vias de sinalização pós-receptor.
Uma das principais ações da IL-ip está relacionada com sua 
capacidade de induzir migração e adesão de neutrófilos ao endotélio 
(Thorlacius et al., 1997; Derevianko et al., 1998; Grutkoski et al., 1999). 
Assim, é possível que o acúmulo de leucócitos, induzido pela IL-1(3, possa 
estar diretamente relacionado com o aumento das respostas edematogêniças 
mediadas pela ativação dos receptores Bj. Tem sido demonstrado que parte 
das respostas da IL-1 (3 são mediadas pela produção de PAF ou de leucotrienos 
(Showell et al., 1998; Wen et al., 1998). Além disso, a liberação de moléculas 
quimiotáticas parece constituir um passo essencial para o recrutamento de 
neurtrófilos. Desta forma, dados da literatura indicam que o PAF está 
relacionado com os efeitos da IL-1(3 sobre a migração de neutrófilos em
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microvasos mesentéricos de rato (Nourshargh et al., 1995). Além disso, foi 
demonstrado que o pré-tratamento com antagonistas de PAF previne a 
indução da COX-2 mediada pela IL-1(3 em cultura de células neuronais do 
hipocampo (Serou et al., 1999). Os dados do presente estudo mostram ainda 
que o edema de pata mediado pelos receptores B >, em ratos tratados com IL- 
1(3, pode ser inibido pelo antagonista de receptores de PAF, sugerindo a 
participação deste fator quimiotático no processo de indução dos receptores 
B i na pata de rato. Por outro lado, o aumento da reposta edematogênica que 
envolve a ativação dos receptores Bi, em animais pré-tratados com IL-lp, não 
parece depender da formação de leucotrienos, já que o edema causado pela 
des-Arg^-BK não foi significativamente inibido pela co-injeção do 
antagonista do receptor LTB4,o CP 105696.
A identificação de moléculas envolvidas no processo de migração 
celular demonstrou que o recrutamento de células para o sítio inflamatório 
depende de interações complexas entre leucócitos e células endoteliais. O pré- 
requisito para estas interações é a expressão de moléculas de adesão pelas 
células endoteliais, que são representadas principalmente por selectinas, 
integrinas ou imunoglobulinas (Walzog e Gaehtgens, 2000). Os dados do 
presente estudo sugerem que o aumento da resposta edematogênica ao 
agonista de receptores Bi, des-Arg^-BK, após o tratamento local com IL-1(3, 
envolve um processo dependente da produção e ativação de moléculas de
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adesão. Estas conclusões são baseadas nos resultados que mostram que o 
edema causado pela des-Arg^-BK foi inibido pelo tratamento sistêmico com 
fucoidina ou com o anticorpo anti-CD-18. Segundo a literatura, a IL-1(3 e 
outras citocinas pró-inflamatórias induzem a ativação do fator nuclear NF-kB 
e estimulam a expressão de moléculas de adesão (incluindo selectinas e 
integrinas) (Barnes e Karin, 1997; Stylianou e Saklavala, 1998). Deste modo, 
a IL-1(3 é capaz de induzir a expressão de moléculas de adesão no endotélio, 
promovendo a migração de neutrófilos para o sítio inflamatório (Meager, 
1998; Mansson et al., 2000).
A idéia de que parte dos efeitos da IL-1(3 sobre o aumento dos 
receptores Bi na pata de rato, são mediados pela migração de neutrófilos pode 
ser reforçada por outra série de resultados obtidos no presente estudo: 1) a IL- 
1(3 é capaz de produzir um aumento expressivo (5 a 10 vezes) da atividade da 
MPO na pata de rato, um indicador indireto da migração de neutrófilos; 2) é 
importante salientar que os mesmos inibidores que reduziram a resposta 
edematogênica causada pela des-Arg^-BK na pata de rato também foram 
capazes de prevenir, de forma marcante, o aumento da atividade da MPO 
induzido pela IL-1|3; e 3) a indução da expressão dos receptores B] causada 
pela IL-ip, medida pelo aumento dos níveis de RNAm na pata de rato, foi 
significativamente inibida pelo tratamento dos animais com o bloqueador de 
selectinas, a fucoidina. Analisados em conjunto, todos estes resultados
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sugerem que o recrutamento de neutrófilos pode constituir um pré-requisito 
essencial para a expressão funcional dos receptores B] na pata de rato. 
Realmente, a capacidade dos neutrófilos em produzir espécies reativas de 
oxigênio e mediadores inflamatórios, além de interagir com outros tipos 
celulares, pode sustentar esta sugestão. Em algumas condições (como depois 
da injeção intraplantar de IL-1(3), produtos oxidantes derivados de neutrófilos 
poderiam agir como segundos mensageiros das vias de sinalização 
intracelular da IL-1(3 (Derevianko et al., 1998), colaborando para a indução 
dos receptores Bj. Além disso, dados recentes da literatura demonstraram a 
expressão dos receptores Bi em neutrófilos de camundongos (Araújo et al.,
2001). Estes achados podem ser de grande relevância para definir os 
mecanismos envolvidos em várias doenças, nas quais a migração de 
neutrófilos constitui o principal fator patológico. Por outro lado, os resultados 
descritos no estudo discordam em parte de outros da literatura, que sugerem 
que os neutrófilos não participam do processo de indução dos receptores B] 
no modelo de pressão arterial em coelhos pré-tratados com LPS, já que a 
neutropenia experimental não foi capaz de alterar as respostas causadas pela 
des-Arg^-BK neste modelo (Bouthillier et al., 1997). As diferenças para estas 
respostas podem estar relacionadas ao caráter distinto de indução dos 
receptores B] em ratos e em coelhos.
Os resultados do presente trabalho mostram, ainda, que a injeção 
intraplantar do agonista seletivo dos receptores Bi, des-Arg^-BK, não é capaz
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de induzir qualquer alteração da atividade da MPO, quando injetada 
isoladamente na pata de rato. De fato, quando comparadas a outros fatores 
quimiotáticos, as cininas são consideradas indutores fracos da migração 
celular. Assim, tem sido sugerido que o envolvimento das cininas durante o 
recrutamento de células depende da interação com outros mediadores do 
processo inflamatório (Bõckmann e Paegelow, 2000). Desta forma, os 
resultados apresentados indicam que a des-Arg^-BK é capaz de potencializar 
(em aproximadamente 40 %) o efeito de doses baixas de IL-lp sobre a 
atividade da MPO. Estes dados estão de acordo com outros resultados obtidos 
em camundongos, que mostram que a des-Arg^-BK induz migração celular 
apenas em animais previamente tratados com IL-1(3 (Ahluwalia e Perretti, 
1996; McLean et al., 2000b). Pode-se sugerir, portanto, que a migração de 
neutrófilos, durante o processo inflamatório, pode ser dependente de uma 
estreita interação entre o sistema de cininas e de citocinas. Neste caso em 
particular, a migração de neutrófilos, induzida pela IL-1|3, resultaria na 
expressão funcional dos receptores Bi, que, depois de ativados, poderiam 
amplificar o influxo de células, perpetuando a resposta inflamatória.
Analisados em conjunto, os resultados do presente estudo sugerem que 
a injeção intraplantar das citocinas pró-inflamatórias, IL-1(3 e TNFa, produz 
um aumento marcante e rápido da resposta edematogênica mediada pelos 
receptores B| (sem interferir com o edema mediado pelos receptores B2),
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através de um processo sensível ao tratamento com dexametasona ou com 
cicloheximida. Outros mecanismos envolvidos com o aumento de volume 
mediado pelos receptores B], após o tratamento com estas citocinas, incluem 
a produção de metabólitos do ácido araquidônico (via COX-1 e COX-2) e a 
ativação de algumas quinases específicas como a PKC, a MAP-quinase e a 
tirosina-quinase. Os resultados também indicam que o aumento das respostas 
relacionadas com a estimulação dos receptores Bi, na pata de rato, depende da 
produção secundária de outras citocinas pró-inflamatórias, através de 
mecanismos que envolvem a ativação do fator de transcrição NF-kB. 
Finalmente, a indução funcional dos receptores B|, após o tratamento com IL- 
ip, foi acompanhada por um aumento marcante da expressão do receptor B] 
na pata de rato, em um processo relacionado com migração de neutrófilos e 
dependente da ativação de moléculas de adesão. Estes dados contribuem para 
esclarecer alguns mecanismos envolvidos na interação entre o sistema de 
cininas e citocinas durante o processo inflamatório. Os principais 
mecanismos relacionados com o efeito modulatório de IL-1(3 e do TNFa 
sobre as respostas mediadas pelos receptores B j no modelo do edema de pata 
de rato estão ilustrados no Esquema 1.
As cininas têm sido descritas como um grupo importante de mediadores 
da inflamação, que apresentam papel fundamental em vários processos 
fisiopatológicos. Nos últimos 10 anos, vários avanços foram realizados no 
estudo do sistema de cininas, e o conhecimento a respeito destes peptídeos foi
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especialmente favorecido pelos estudos de biologia molecular e pela geração 
de animais knockout para os receptores Bj e B2. Os dados mais recentes da 
literatura sugerem que os receptores B2 estariam relacionados com fase aguda 
das respostas inflamatórias que envolvem a produção de cininas, enquanto os 
receptores Bj, através do processo de indução, bem como pela interação com 
outros sistemas pró-inflamatórios, estariam implicados na manutenção e 
perpetuação da resposta inflamatória. Assim, antagonistas seletivos para os 
receptores Bi, não peptídicos e ativos por via oral, poderiam constituir uma 
ferramenta farmacológica importante para o controle de doenças 
inflamatórias, especialmente daquelas que não apresentam tratamento 






Esquema 1 - A  IL - ip  e o T N F a  são capazes de estimular várias proteínas quinases, incluindo a proteína 
quinase C  (PKC), tirosina quinase (T K ) e MAP-quinase (M APK), além de ativar o fator de transcrição NF-kB. 
A  estimulação destas vias pode induzir a síntese de novo de vários componentes inflamatórios, incluindo 
moléculas de adesão, outras citocinas pró-inflamatórias e ainda, do receptor B i para as cininas, em um 
processo controlado negativamente por citocinas antiinflamatórias. É possível que a migração de neutrófilos 




1- The aim of the present study was investigate the mechanims invloved in 
the modulatory role of pro-inflammatory cytokines on B i and B2 receptors- 
mediated oedematogenic responses in the rat paw, by means of 
pharmacological, biochemical and molecular approaches.
2 - Intradermal (i.d.) injection of cytokines, IL-1|3 and TNFa (5 ng/paw, 60 
and 30 min prior) produces a rapid onset up-regulation of des-Arg^-BK- 
mediated rat paw oedema, being this response, associated to a marked 
increase in Bi receptors expression, as assessed by PCR experiments. On the 
other hand, the i.d. injection of the same cytokines, did not affect the 
responses related to B2 receptors activation.
3 - The paw oedema induced by des-Arg^-BK in rats pre-treated with IL-1(3 or 
TNFa, was signifcantly prevented by the co-injection of the selective B] 
receptor antagonist des-Arg^-NPC 17731, while B2 receptor antagonist Hoe 
140 had no effect. Indomethacin (2 mg/kg, i.p.), meloxicam (3 mg/kg, i.p.) or 
NS 398 (500 |ig/kg, i.p.) 1 h prior, significantly reduced the edema induced 
by des-Arg^-bradykinin (100 nmol/paw) in IL-lp (40, 69 and 57 %) or TNFa 
(43, 53 and 61 %) treated rats, respectively.
4 - Likewise, co-injection of anti-IL-ip, anti-TNFa and anti-IL-8 (50 ng/paw) 
significantly inhibited des-Arg^-BK-induced oedema in animais pre-treated 
with IL-lp (65, 37 and 42 %) or TNFa (39, 64, 25 %). IL-1 receptor
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antagonist (IRA, 100 |J.g/paw) or IL-10 (10 ng/paw) also inhibited the oedema 
caused by des-Arg^-BK, in rats that had received either IL-1(3 (67 and 63 %) 
or TNFa (46 and 35 %). Furthermore, i.d. injection of IL-1(3 resulted in an 
expressive increase of IL-ip and TNFa leveis in the rat paw.
5 - PKC inhibitors, staurosporine (10 nmol/paw) or RO 318220 (30 
nmol/paw) inhibited des-Arg^-BK-induced paw oedema (44 and 42 % for IL- 
ip  and, 53 and 30 % for TNFa, respectively). Genistein (tyrosine kinase 
inhibitor, 2.5 mg/kg, s.c.) or PD 098059 (MAP-kinase inhibitor, 30 
nmol/paw) produced a marked inhibition of des-Arg^-BK-induced oedema 
(58 and 39 % for IL-1(3 and, 31 and 35 % for TNFa, respectively).
6 - Dexamethasone (0.5 mg/kg, s.c., 4 h) or cycloheximide (1.5 mg/kg, s.c., 6 
h) significantly prevented the edema caused by des-Arg^-bradykinin (100 
nmol/paw) in rats treated with IL-1|3 (81 and 59 %) or TNFa (78 and 43 %). 
Likewise, the NF-kB inhibitors TLCK (2 mg/kg, i.p.) and PDCT (100 mg/kg, 
i.p.) significantly inhibited the oedema of des-Arg^-BK in IL-ip (27 and 83 
%) or TNFa (28 and 80 %) pre-treated animais, respectively. In addition, it 
was demonstrated that IL-1(3 i.d. injection was capable of inducing a marked 
activation of nuclear factor-KB in the rat paw.
7 - The PAF antagonist WEB 2086 (15 |ig/paw) inhibited des-Arg^-BK- 
induced oedema, in rats pre-treated with IL-1(3 (37 %), while the LTB4 
antagonist CP105696 (30 |ig/paw) had no effect. Des-Arg^-BK-induced paw
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oedema was also inhibited by the selectin blocker fucoidin (10 mg/kg, i.v.) 
(43 %) or by the anti-CD-18 antibody (1 mg/kg, i.v.) (44 %).
8 - I.d. injection of IL-lp (1 and 5 ng/paw) produced a 5 to 10- fold increase 
of myeloperoxidase (MPO) activity in the rat paw, being this effect inhibited 
by WEB 2086 (46 %), fucoidin (68 %) or the CD-18 antibody (84 %).
9 - Des-Arg‘^ -BK alone had no effect in MPO activity, but raised (in about 40 
%) the response induced by IL-lp (1 ng/paw), an effect prevented (33 %) by 
the B i receptor antagonist des-Arg^-[Leu®]-BK (100 nmol/paw).
10 - Finally, IL-ip (5 ng/paw, 60 min)-induced increase of B] receptors 
mRNA leveis in the rat paw was prevented by fucoidin (about 50 % of 
inhibition).
11 -  Taken together, the present results suggest that up-regulation of Bi 
receptors modulated by IL-1(3 or TNFa in the rat paw, in volves the release of 
other cytokines, the activation of PKC and tyrosine kinase pathways, co- 
ordinated with the activation of MAP-kinase and nuclear factor kB, as well 
as, the neutophil recruitment, dependent on adhesion molecules activation. 
These data reinforce the view that B] receptors may exert a pivotal role in 
modulating chronic inflammatory processes.
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RESUMO E CONCLUSÕES
1 - 0  objetivo do presente trabalho foi investigar alguns dos mecanismos 
envolvidos no efeito modulatório de citocinas pró-inflamatórias sobre a 
resposta edematogênica mediada pelos receptores Bj e B2 para as cininas na 
pata de rato, através da utilização de técnicas farmacológicas, bioquímicas e 
de biologia molecular.
2 - A injeção intraplantar das citocinas, IL-1(3 e TNFa (5 ng/pata, 60 and 30 
min) produziu um aumento marcante da resposta edematogênica mediada 
pelos receptores B], associado com o aumento da expressão destes receptores, 
quando avaliado pela técnica de PCR. Por outro lado, o mesmo tratamento 
não foi capaz de causar nenhuma alteração das respostas edematogênicas 
mediadas pelos receptores B2.
3 - 0  edema de pata causado pela des-Arg^-BK foi significativamente inibido 
pelo antagonista seletivo dos receptores Bi, o des-Arg^-NPC 17731, mas não 
pelo antagonista dos receptores B2, o Hoe 140. A indometacina (2 mg/kg, 
i.p.), o meloxicam (3 mg/kg, i.p.) ou o NS 398 (500 |ig/kg, i.p.), 1 h antes, 
também foram capazes de reduzir de forma significativa o edema causado 
pela des-Arg^-BK nos animais tratados com IL-ip (40, 69 e 57 %) ou TNFa 
(43, 53 e 61 %), respectivamente.
4 - A co-injeção dos anticorpos anti-IL-l(3, anti-TNFa e anti-IL-8 (50 
ng/pata) resultou em inibição significativa do edema à des-Arg^-BK, nos
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animais tratados com IL-lp (65, 37 e 42 %) ou com TNFa (39, 64 e 25 %). 
O tratamento dos animais com o antagonista do receptor de IL-1 (IRA, 100 
(ig/pata) ou com IL-10 (10 ng/pata) também inibiu o edema causado pela des- 
Arg^-BK, após o tratamento com IL-ip (67 e 63 %) ou TNFa (46 e 35 %). 
Além disso, a injeção intraplantar de IL-ip induziu um aumento marcante dos 
níveis de IL-113 e de TNFa na pata de rato.
5 - 0  tratamento com os inibidores de PKC, estaurosporina (10 nmol/pata) ou 
RO 318220 (30 nmol/pata), resultou em uma redução significativa do edema 
à des-Arg^-BK (44 e 42 % para a IL-1|3 e 53 e 30 % para o TNFa, 
respectivamente). O edema causado pela des-Arg^-BK também foi inibido 
pelo tratamento com genisteína (um inibidor da tirosina-quinase, 2,5 mg/kg, 
s.c.) ou pelo PD 098059 (inibidor da MAP-kinase, 30 nmol/pata), nos animais 
pré-tratados com IL-1 (3 (58 e 39 %) ou com TNFa (31 e 35 %).
6 - A dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., 4 h) ou cicloheximida (1,5 mg/kg, s.c.,
6 h) também inibiu de forma marcante o edema à des-Arg^-BK em animais 
tratados com IL-lp (81 e 59 %) ou com TNFa (78 e 43 %). Da mesma 
maneira, os inibidores do fator de transcrição NF-kB, o  TLCK (2 mg/kg, i.p.) 
e o PDCT (100 mg/kg, i.p.), preveniram significativamente o edema causado 
pela des-Arg^-BK em ratos pré-tratados com IL-lp (27 e 83 %) ou com 
TNFa (28 e 80 %), respectivamente. Os resultados também demonstram que
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a injeção intraplantar de IL-1(3 resultou em ativação expressiva do fator de 
trancrição NF-kB na pata de rato.
7 - A co-injeção do antagonista de PAF, WEB 2086 (15 |ig/pata), inibiu em 
37 % o edema causado pela des-Arg^-BK em ratos pré-tratados com IL-lp, 
enquanto que o antagonista LTB4, CP105696 (30 |J.g/pata), não apresentou 
efeito. O edema causado pela des-Arg^-BK nos animais tratados com IL-1(3, 
também foi inibido pelo tratamento sistêmico com o inibidor de selectinas, a 
fucoidina (10 mg/kg, e.v.) (43 %), ou pelo anticorpo anti-CD-18 (1 mg/kg, 
e.v.) (44 %).
8 - A injeção intraplantar de IL-1|3 (1 e 5 ng/pata) produziu um aumento de 5 
a 10 vezes sobre a atividade da MPO na pata de rato, sendo este efeito inibido 
pelo WEB 2086 (46 %), pela fucoidina (68 %) ou pelo anticorpo anti-CD-18 
(84 %).
9 - A des-Arg^-BK não produziu qualquer alteração da atividade da MPO, 
quando injetada isoladamente, mas foi capaz de potencializar (em 
aproximadamente 40 %) a resposta causada pelo IL-1(3 (1 ng/pata), um efeito 
prevenido pela co-injeção do antagonista seletivo dos receptores B], a des- 
Arg^^-ÍLeu^J-BK (100 nmol/pata) (33 %).
10 - Finalmente, o aumento da expressão dos receptores B], induzido pela IL- 
Ip (5 ng/pata, 60 min) foi inibido de forma marcante (em aproximadamente 
50 %) pelo tratamento com a fucoidina.
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11 -  Em conjunto, os resultados do presente estudo sugerem que o aumento 
das respostas mediadas pelos receptores B] na pata de rato, após o tratamento 
intraplantar com as citocinas IL-1|3 ou TNFa, constitui um processo que 
envolve a produção secundária de outras citocinas, associado com a 
estimulação de grupos específicos de proteínas quinases, coordenada com a 
ativação do fator nuclear NF-kB, bem como, com o recrutamento de 
neutrófilos, dependente de moléculas de adesão. Estes resultados reforçam as 
evidências que indicam que os receptores Bi apresentam um papel 
fundamental na modulação do processo inflamatório.
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